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Description 

[0001] La presente invention concerne des polypeptides purifies ayant une activite de recepteur specifique de I'in- 
terleukine 13 (IL-13), leurs fragments biologiquement actifs et les sequences d'acides nucleiques correspondantes, et 
leurs applications. 

[0002] L'IL-13 est une cytokine de 112 acides amines recemment identifiee (1 ,2), secretee par des lymphocytes T 
actives, les lymphocytes B et les mastocytes apres activation. 

[0003] De parses nombreuses proprietes biologiques communes avec l'IL-4, l'IL-13 a ete decrite comme etant une 
cytokine "IL-4-like". Ses activites sont en effet similaires acelles de l'IL-4 sur les cellules B (3-5), les monocytes (6-10) 
et autres cellules non hematopoi'etiques (11-12). En revanche, contrairement a l'IL-4, elle n'exercerait pas d'effet par- 
ticulier sur des cellules T au repos ou activees (1 3). 

[0004] Les differentes activites biologiques de l'IL-1 3 sur les monocytes/macrophages, les lymphocytes B et certains 
precurseurs hematopoi'etiques ont ete decrites en detail par A.J. Minty, ainsi que dans des articles de revues sur l'IL- 
13 (voir par ex. 14). Plusieurs donnees indiquent en outre que cette cytokine a un effet plei'otrope sur d'autres types 
cellulaires. Ces cellules non-hematopoietiques affectees directement par l'IL-13 sont des cellules endothelials et 
microgliales, des keratinocytes, et des carcinomes de rein et de colon. 

[0005] Les activites anti-inflammatoires et immunoregulatrices de l'IL-13 peuvent etre utiles par exemple dans le 
traitement des pathologies auto-immunes, tumorales et virales. 

[0006] Une mise a profit de ces proprietes biologiques au plan clinique necessitetoutefois uneparfaiteconnaissance 
des signaux et mecanismes par lesquels ces effets sont exerces, de facon a pouvoir les controler et les moduler dans 
les pathologies concernees. 

[0007] L'une des etapes dans I'analyse du signal transmis par une molecule biologique au sein d'une cellule, consiste 
a identifier son recepteur membranaire. Les travaux realises a cet effet sur le recepteur de l'IL-13 ont montre que NL- 
1 3 et l'IL-4 avaient en commun un recepteur, ou tout au moins certains des composants d'un complexe recepteur ainsi 
que des elements de transduction de signaux (15-18). Ce recepteur est present a la surface de differents types cellu- 
laires, en nombre variable selon le type cellulaire considers. La distribution comparative des recepteurs de l'IL-13 et 
de l'IL-4 a ete indiquee par A.J. Minty (14). 

[0008] Kondo et al. (19) ont decrit la structure d'un recepteur de haute affinite pour l'IL-4. Celui-ci est un dimere, 
forme par I'association d'une glycoproteine de 140 kDa (IL-4R) et de la chaTne ydu recepteur de HL-2 (7c). L'IL-4 peut 
se lier a la sous-unite glycoproteique de 140 kDa (IL-4R ou gp 140) avec une bonne affinite (Kd comprise entre 50 et 
100 pM) (15). Cependant, cette affinite est augmentee d'un facteur 2 a 3, lorsque la chaTne yc est associee a la gp 
1 40. Cette association est en outre necessaire a la transmission de certains signaux medies par l'IL-4 (1 9,20). 
[0009] Des experiences de competition croisee pour la liaison, soit de l'IL-13, soit de l'IL-4, ont demontre que l'IL-4 
peut normalement empecher la liaison de l'IL-13, alors que l'IL-13 ne peut generalement empecher que partiellement 
la liaison de l'IL-4 a son recepteur (17,21), et ne se fixe sur aucune des deux sous-unites du recepteur de l'IL-4, ni sur 
le complexe forme par leur association. Sur la base de ces observations, les auteurs de la presente invention ont 
suppose que le recepteur specifique de l'IL-13 etait constitue du complexe recepteur IL-4 associe avec un autre com- 
posant liant l'IL-13, (IL-13R|3). 

[0010] Des travaux realises sur une lignee cellulaire erythroleucemique capable de proliferer en reponse a l'IL-13 
et a l'IL-4 (lignee TF-1 ), leur ont permis de montrer que ces deuxcytokines produisaient des evenements intracellulaires 
similaires apres fixation sur leur recepteur (1 8). En parallele, des experiences de pontage ("cross-link") leur ont permis 
de montrer que la gp 140 pouvait former des heterodimeres soit avec la chaTne y, soit avec une nouvelle sous-unite, 
d'un poids moleculaire de 55 a 70 kDa (1 7,21 ). 

[0011] D'autre part des travaux realises recemment sur une lignee de cellules souches embryonnaires desouris ont 
permis d'isoler I'ADN genomique et I'ADNc encodant pour un polypeptide de 424 residus d'acides amines (IL-13Rce), 
suggerant que le recepteur de l'IL-13 partageait avec le recepteur de l'IL-4 une chaTne commune pour constituer un 
recepteur a haute affinite (22,23), c'est-a-dire presente une affinite dont la constante Kd est situee entre des valeurs 
comprises entre 10 pM et 100 pM environ (un recepteur de basse affinite presentant une constante Kd situee entre 
des valeurs comprises entre 2nM et 1 0 nM). 

[0012] Compte tenu de I'importance au plan medical de la comprehension fine des phenomenes de regulation de 
l'IL-4 et de l'IL-13. et en particulier de la possibility de pouvoir separer et controler isolement les effets produits par 
l'une ou I'autre de ces deux cytokines, les auteurs de la presente invention se sont interesses, d'une part, a la carac- 
terisation d'un polypeptide liant specifiquement l'IL-13 avec une haute affinite et, d'autre part, a la caracterisation d'un 
autre polypeptide qui, seul, lie specifiquement l'IL-13 avec une basse affinite et qui, s'il est associe avec le recepteur 
de l'IL-4, constitue un recepteur de haute affinite pour l'IL-13. 

[0013] Ceux-ci ont a present identifie une lignee cellulaire de carcinome humain exprimant le recepteur specifique 
de l'IL-13 en quantite plus importante que d'autres lignees de carcinome renal humaines connues (21), et ont realise 
le clonage de la sous-unite primaire responsable de la fixation de l'IL-13 sur le recepteur de NL-4/IL-13, denommee 
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IL-13 Rp, ainsi que le clonage de lachaine commune que partage le recepteur de l'IL-13 et le recepteur de l'IL-4 pour 
constituer un recepteur de haute affinite permettant une competition croisee des 2 cytokines, denommee IL-13Ra. 
[0014] La presente invention concerne done des polypeptides purifies liant specifiquement l'IL-13. 
[0015] Plus particulierement I'invention a pour objet des polypeptides purifies dont les sequences d'acides amines 
5 correspondent a celle d'un recepteur specifique de l'IL-13 (IL-13Rp et IL-13Ra), ou des fragments biologiquement 
actifs de ceux-ci. 

[0016] L'invention a egalement pour objet des sequences d'ADN isolees codant pour lesdits polypeptides ou leurs 
fragments biologiquement actifs. 

[0017] Elle vise en outre les vecteurs d'expression contenant au moins I'une des sequences nucleotidiques definies 
10 ci-dessus, et les cellules notes transferees parces vecteurs d'expression dans des conditions permettant la replication 
et/ou I'expression de I'une desdites sequences nucleotidiques. 

[0018] Les methodes de production de l'IL-13Rp et de l'IL-1 3Ra recombinants ou de leurs fragments biologiquement 
actifs par les cellules hotes transferees font egalement partie de I'invention. 

[0019] L'invention comprend egalement des compositions pharmaceutiques comprenant I" IL-1 3Rp ou/et NL-13Rcc 
*5 ou des fragments biologiquement actifs de ceux-ci pour la regulation des mecanismes immunologiques et inflamma- 
toires produits par l'IL-13. Elle vise en outre une methode pour I'identification d'agents capables de moduler I'activite 
de l'IL-1 3R(3 ou/et de l'IL-1 3Ra, et I' utilisation de NL-R1 3p ou/et de l'IL-13Raou defragments de ceux-ci pourlecriblage 
de ces agents ainsi que pour la fabrication de nouveaux produits capables de moduler I'activite du recepteur de l'IL-1 3. 
[0020] L'invention comprend egalement des anticorps ou des derives d'anticorps specifiques de l'IL-1 3Rp ou/et de 
20 NL-13Ra. 

[0021] Elle vise enf in une methode de traitement therapeutique pour moduler les reactions immunologiques mediees 
par l'IL-13, comprenant I'administration a un patient de l'IL-1 3Rp ou/et de l'IL-1 3Ra ou d'un de leurs fragments biolo- 
giquement actif ou d'un compose capable de moduler specifiquement I'activite de ce recepteur, en association avec 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
25 [0022] Dans la description de I'invention ci-apres, on utilise les definitions suivantes : 

polypeptide liant specifiquement l'IL-13 avec une haute affinite (IL-1 3 Rp) : un polypeptide comprenant la sequence 
d'acides amines SEQ ID n° 2 ou tout fragment ou derive de celui-ci biologiquement actif; 

polypeptide qui, seul, lie specifiquement l'IL-13 avec une basse affinite et qui, s'il est associe avec le recepteur de 
30 l'IL-4, constitue un recepteur de haute affinite (IL-13Rce) : un polypeptide comprenant la sequence d'acides amines 

SEQ ID N° 4 ou tout fragment ou derive de celui-ci biologiquement actif; 

biologiquement actif : capable de se lier specifiquement a l'IL-13 et/ou de participer a la transduction du signal 
specifiquement produit par l'IL-1 3 au niveau de la membrane cellulaire, et/ou capable d'interagir avec le recepteur 
specifique de l'IL-4 (IL-4R/gp 140) pour former un complexe capable de lier l'IL-4 et l'IL-13, et/ou qui est reconnu 
35 par des anticorps specifiques du polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 ou/et de sequence SEQ ID n°4, et/ou 

capable d'induire des anticorps qui reconnaissent le polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 ou/et de sequence 
SEQ ID n°4: 

derive : tout polypeptide variant du polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 ou/et de sequence SEQ ID n°4, ou toute 
molecule resultant d'une modification de nature genetique et/ou chimique de la sequence SEQ ID n° 2 ou de 

40 sequence SEQ ID n°4, e'est-a-dire obtenue par mutation, deletion, addition, substitution et/ou modification chimi- 

que d'un seul ou d'un nombre limite d'acides amines, ainsi que toute sequence isoforme, e'est-a-dire une sequence 
identique a la sequence SEQ ID n° 2 ou a la sequence SEQ ID n°4, a I'un de leurs fragments ou a I'une de leurs 
sequences modifiees, contenant un ou plusieurs acides amines sous la forme d'enantiomere D, lesdites sequences 
variantes, modifiees ou isoformes ayant conserve au moins I'une des proprietes les rendant biologiquement acti- 

45 ves. 

[0023] La presente invention a pour objet un polypeptide purifie, comprenant une sequence d'acides amines choisie 
parmi : 

so a) la sequence SEQ ID n° 2 ou la sequence SEQ ID n°4, 

b) toute sequence biologiquement active derivee de SEQ ID n° 2 ou de SEQ ID n°4, selon la definition donnee 
precedemment. 

[0024] La fabrication de derives peut avoir differents objectifs, dont en particulier celui d'augmenter I'affinite du re- 
55 cepteur pour l'IL-13, celui de moduler la competition croisee entre l'IL-13 et l'IL-4, celui d'ameliorer leurs taux de pro- 
duction, d'augmenter leur resistance a des proteases, de modifier leur activite biologique ou de leur conferer de nou- 
velles proprietes pharmaceutiques et/ou biologiques. 

[0025] Parmi des variants biologiquement actifs des polypeptides tels que definis precedemment, on prefere les 
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fragments produits par epissage alternatif des transcripts (ARN messagers) du gene codant pour I'une des sequences 
d'acides amines decrites ci-dessus. 

[0026] Dans une variante avantageuse, les 8 acides amines C-terminaux du polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 
sont substitues par les 6 acides amines suivants : VRCVTL. 

5 [0027] Selon un autre aspect avantageux, invention vise une forme soluble de l'IL-13R|3, denommee IL-13Rfis, 
comprenant notamment ledomaineextra-cellulaire du polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 s'etendant jusqu'au residu 
343 et preferentiellement jusqu'au residu 337 ainsi qu'une forme soluble de l'IL-1 3Ra, denommee IL-13Ras, compre- 
nant notamment le domaine extracellulaire du polypeptide de sequence ID n°4 s'etendant jusqu'au residu 343 et pre- 
ferentiellement jusqu'aux residus compris entre 336 et342. 

w [0028] Le polypeptide qui comprend la sequence SEQ ID n° 2 ou la sequence SEQ ID n°4 represente un mode de 
realisation particulier de I'invention. Comme cela apparaTtra dans les exemples, ce polypeptide peut etre exprime a la 
surface de cellules humaines pour former un recepteur de l'IL-13 fonctionnel ou s'associer avec le recepteur de l'IL-4 
pour former, avec la chame 7 du recepteur de ML-2 le complexe recepteur commun a l'IL-4 et l'IL-13. 
[0029] La presente invention a egalement pour objet une sequence d'acides nucleiques isolee, choisie parmi: 

15 

a) la sequence SEQ ID n° 1, 

b) la sequence SEQ ID n°3, 

c) les sequences d'acides nucleiques capables de s'hybrider a la sequence SEQ ID n° 1 ou a la sequence SEQ 
ID n°3, ou a leurs sequences complementaires et codant pour des polypeptides ayant une activite de recepteur 

20 de l'IL-13, ou permettant de reconstituer un recepteur de haute affinite pour l'IL-13 et l'IL-4, 

d) les sequences d'acides nucleiques derivees des sequences a) et b) et c) du fait de la degenerescence du code 
genetique. 

[0030] Plus particulierement I'invention a pour objet une sequence codant pour la partie soluble de l'IL-1 3R(i ou de 
25 NL-13Ra et tout variant produit par epissage alternatif des transcripts de l'IL-1 3Rp ou de l'IL-1 3Ra, conservant au 
moins une des proprietes biologiques decrites. 

[0031] Un mode de realisation prefere est represente par une sequence d'acides nucleiques comprenant ou cons- 
titute par I'enchaTnement de nucleotides s'etendant du nucleotide n° 1 jusqu'au nucleotide 1081 , et preferentiellement 
jusqu'au nucleotide 1 063 sur la sequence SEQ ID n° 1 . 

30 [0032] Un autre mode de realisation prefere est represente par une sequence d'acides nucleiques comprenant ou 
constitue par I'enchainement de nucleotides s'etendant du nucleotide n°1 jusqu'au nucleotide n° 1059, et preferentiel- 
lement jusqu'aux nucleotides compris entre les numeros 1 041 et 1 056 sur la sequence SEQ ID n° 3. 
[0033] Avantageusement, la sequence d'acides nucleiques selon I'invention est une sequence codant pour une pro- 
teine correspondant a la forme mature de l'IL-1 3Rp ou de l'IL-1 3Ra, cette proteine mature etant le resultat de la libe- 

35 ration du peptide signal. 

[0034] Les differentes sequences nucleotidiques de I'invention peuvent etre d'origine artificielle ou non. II peut s'agir 
de sequences d'ADN ou d'ARN, obtenues par criblage de banques de sequences au moyen de sondes elaborees sur 
la base de la sequence SEQ ID n° 1 ou de la sequence SEQ ID n°3. De telles banques peuvent etre preparees par 
des techniques classiques de biologie moleculaire, connues de I'homme de I'art. 

40 [0035] Les sequences nucleotidiques selon I'invention peuvent egalement etre preparees par synthese chimique, 
ou encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de sequences obtenues par 
criblage des banques. 

[0036] Ces sequences nucleotidiques permettent la realisation de sondes nucleotidiques, codant pour un polypeptide 
selon I'invention ou un fragment biologiquement actif de celui-ci. Les conditions d'hybridation appropriees correspon- 
ds dent aux conditions de temperature et de force ionique usuellement utilisees par I'homme du metier, de preference a 
des conditions de temperature comprises entre (T m moins 5°C) et (T m moins 30°C) et de preference encore, a des 
conditions de temperature comprises entre (T m moins 5°C) et (T m moins 1 0°C) (forte stringence), T m etant la tempe- 
rature de fusion, definie comme etant la temperature a laquelle 50% des brins apparies se separent. De telles sondes 
font egalement partie de I'invention. Elles peuvent etre utilisees comme outil de diagnostic IN VITROpour la detection, 
so par des experiences d'hybridation, de transcripts specifiques des polypeptides de I'invention dans des echantillons 
biologiques ou pour la mise en evidence de syntheses aberrantes ou d'anomalies genetiques resultant d'un polymor- 
phisme, de mutations ou d'un mauvais epissage. 

[0037] Les sondes de I'invention comportent au minimum 1 0 nucleotides, et au maximum comportent la totalite de 
la sequence nucleotidique SEQ ID n° 1 ou de SEQ ID n°3 ou de leur brin complementaire. 
55 [0038] Parmi les sondes les plus courtes, c'est-a-dire d'environ 10 a 15 nucleotides, les conditions d'hybridation 
appropriees correspondent aux conditions de temperature et de force ionique usuellement utilisees par I'homme du 
metier. 

[0039] Preferentiellement, les sondes de I'invention sont marquees, prealablement a leur utilisation. Pour cela, plu- 
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sieurs techniques sont a la portee de I'homme du metier comme par exemple le marquage fluorescent, radioactif, 
chimioluminescent ou enzymatique. 

[0040] Les methodes de diagnostic IN VITRO dans lesquelles ces sondes nucleotidiques sont mises en oeuvre pour 
la detection de syntheses aberrantes ou d'anomalies genetiques, telles que la perte d'heterozygotie et le rearrangement 
genetique, au niveau des sequences nucleiques codant pour un polypeptide recepteur de l'IL-13 ou un fragment bio- 
logiquement actif, sont incluses dans la presente invention. Un tel type de methode comprend : 

la mise en contact d'une sonde nucleotidique de I'invention avec un echantillon biologique dans des conditions 
permettant la formation d'uncomplexe d'hybridation entre ladite sonde et la susdite sequence nucleotidique, even- 
tuellement apres une etape prealable d'amplification de la susdite sequence nucleotidique ; 
la detection du complexe d'hybridation eventuellement forme ; 

eventuellement le sequencage de la sequence nucleotidique formant le complexe d'hybridation avec la sonde de 
I'invention. 

[0041] Les sondes d'ADNc de I'invention sont en outre avantageusement utilisables pour la detection d'anomalies 
chromosomiques. 

[0042] Les sequences nucleotidiques de I'invention sont egalement utiles pour la fabrication et I'utilisation d'amorces 
oligonucleotidiques sens et/ou antisens pour des reactions de sequengage ou d'amplification specifique selon la tech- 
nique dite de PCR (reaction de polymerisation en chaTne) ou toute autre variante de celle-ci. 

[0043] Les sequences nucleotidiques selon I'invention ont par ailleurs des utilisations dans le domaine therapeutique, 
pour la realisation de sequences antisens, capables de s'hybrider specifiquement avec une sequence d'acides 
nucleiques , y compris un ARN messager, utilisables en therapie genique. L'invention a ainsi pour objet des sequences 
antisens capables d'inhiber, au moins partiellement, la production de polypeptides recepteurs de l'IL-1 3, tels que definis 
precedemment. De telles sequences sont avantageusement constitutes par celles qui constituent le cadre de lecture 
codant pour l'IL-1 3Rp ou l'IL-1 3Ra au niveau du transcript. 

[0044] Elles sont plus particulierement utilisables dans le traitement des allergies et de I'inflammation. 
[0045] Les sequences nucleotidiques selon I'invention peuvent par ailleurs etre utilisees pour la production de po- 
lypeptides recombinants ayant une activite de recepteur de l'IL-13, tels que precedemment definis. 
[0046] Ces polypeptides peuvent etre produits a partir des sequences nucleotidiques definies ci-dessus, selon des 
techniques de production de produits recombinants connues de I'homme du metier. Dans ce cas, la sequence nucleo- 
tidique utilisee est placee sous le controle de signaux permettant son expression dans un h6te cellulaire. L'hote cel- 
lulaire utilise peut etre choisi parmi des systemes procaryotes, comme les bacteries, ou eucaryotes, comme par exem- 
ple les levures, cellules d'insectes, CHO (cellules d'ovairesde hamster chinois) ou tout autre systeme avantageusement 
disponible dans le commerce. Un note cellulaire prefere pour I'expression des polypeptides de I'invention est constitue 
par la lignee fibroblastique COS-7 ou COS-3. 

[0047] Les signaux controlant I'expression des polypeptides, tels que les promoteurs, les activateurs ou les sequen- 
ces de terminaison, sont choisis en fonction de l'hote cellulaire utilise. A cet effet, les sequences nucleotidiques selon 
I'invention peuvent etre inserees dans des vecteurs a replication autonome au sein de l'hote choisi, ou des vecteurs 
integratifs de l'hote choisi. De tels vecteurs seront prepares selon les methodes couramment utilisees par I'homme du 
metier, et les clones en resultant peuvent etre introduits dans un hote approprie par des methodes standard, telles 
que par exemple I'electroporation. 

[0048] Les vecteurs d'expression contenant au moins I'une des sequences nucleotidiques definies ci-dessus font 
egalement partie de la presente invention. 

[0049] Dans lecas des cellules COS-7 ou COS-3 latransfection peut etre realisee a partir du vecteurpSE-1 , comme 
decrit dans (17). 

[0050] L'invention vise en outre les cellules hotes transferees par ces vecteurs d'expression. Ces cellules peuvent 
etre obtenues par I'introduction dans des cellules hotes d'une sequence nucleotidique inseree dans un vecteurtel que 
defini ci-dessus, puis la mise en culture desdites cellules dans des conditions permettant la replication et/ou I'expression 
de la sequence nucleotidique transferee. 

[0051] Ces cellules sont utilisables dans une methode de production d'un polypeptide recombinant de sequence 
SEQ ID n° 2 ou SEQ ID n°4 ou derivee, methode elle-meme comprise dans la presente invention, et caracterisee en 
ce que I'on cultive les cellules transferees dans des conditions permettant I'expression d'un polypeptide recombinant 
de sequence SEQ ID n° 2 ou SEQ ID n°4, ou derivee, et que I'on recupere ledit polypeptide recombinant. 
[0052] Les precedes de purification utilises sont connus de I'homme du metier. Le polypeptide recombinant peut etre 
purifie a partir de lysats et extraits cellulaires, du surnageant du milieu de culture, par des methodes utilisees indivi- 
duellement ou en combinaison, telles que le fraction nement, les methodes de chromatographie, les techniques d'im- 
munoaffinite a I'aide d'anticorps mono ou polyclonaux specifiques. 

[0053] Les anticorps mono- ou polyclonaux capables de reconnaTtre specifiquement l'IL-1 3R(3 ou/et l'IL-1 3Roc selon 
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la definition donnee precedemment font egalement partie de invention. Des anticorps polyclonaux peuvent etre ob- 
tenus a partir du serum d'un animal immunise contre l'IL-1 3Rp ou/et l'IL-13Ra selon les modes operatoires usuels. 
[0054] Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus selon la methode classique de culture d'hybridomes decrite 
par Kohler et Milstein (Nature, 1 975, 256, 495-497). 
5 [0055] Des anticorps avantageux sont des anticorps diriges contre le domaine extracellulaire de l'IL-1 3R(3 ou/et de 
NL-13R<x. 

[0056] Les anticorps selon I'invention sont par exemple des anticorps chimeriques, des anticorps humanises, des 
fragments Fab et F (ab')2. lis peuvent egalement se presenter sous forme d'immunoconjugues ou d'anticorps marques. 
Par exemple, ils peuvent etre associes a une toxine, telle la toxine diphterique ou a un produit radioactif Ces immu- 

10 notoxines peuvent dans ce cas constituer des agents therapeutiques utilisables pour le traitement de certaines patho- 
logies impliquant une surexpression de l'IL-1 3Rp ou/et de l'IL-1 3Ra. Les anticorps de I'invention, en particulier les 
anticorps monoclonaux peuvent egalement etre utilises pour I'analyse par immunocytochimie des recepteurs de I'lL- 
1 3 sur des coupes de tissus specif iques, par exemple par immunofluorescence, par marquage a I'or. ou a la peroxydase. 
[0057] Ils peuvent ainsi etre avantageusement mis en oeuvre dans toute situation ou I'expression de l'IL-1 3Rp ou/ 

*5 et de l'IL-1 3Ra doit etre observee comme par exemple une surexpression anormale ou le suivi de la regulation de 
I'expression membranaire. 

[0058] L'invention concerne done egalement un procede de diagnostic IN VITRO de pathologies correlees a une 
expression anormale de l'IL-1 3Rp ou/et de l'IL-1 3Ra, a partir de prelevements biologiques susceptibles de contenir 
l'IL-1 3Rp ou/et de l'IL-1 3 Roc exprimea untauxanormal, caracterise en ceque Ton met en contact au moins un anticorps 
20 de I'invention avec ledit prelevement biologique, dans des conditions permettant la formation eventuelle de complexes 
immunologiques specifiques entre l'IL-1 3Rp ou/et de l'IL-1 3Ra et le ou lesdits anticorps et en ce que I'on detecte les 
complexes immunologiques specifiques eventuellement formes. 

[0059] L'invention concerne egalement un kit pour le diagnostic IN VITRO d'une expression anormale de l'IL-1 3Rp 
ou/et de l'IL-13Ra dans un prelevement biologique ou/et pour la mesure du taux d'expression du recepteur de l'IL-1 3 
25 dans ledit prelevement comprenant : 

au moins un anticorps specifique de l'IL-1 3Rp ou/et de l'IL-1 3Ra, eventuellement fixe sur un support, 

des moyens de revelation de la formation de complexes antigenes/anticorps specifiques entre l'IL-13Rp ou/et de 

l'IL-1 3Ra et ledit anticorps et/ou des moyens de quantification de ces complexes. 

30 

[0060] Un autre objet de l'invention concerne une methode pour I'identif ication et/ou I'isolement de ligands specifi- 
ques de HL-13RP ou/et de l'IL-13Ra ou d'agents capables de modulerson activite, caracterisee en ce que I'on met 
en contact un compose ou un melange contenant differents composes, eventuellement non-identifies, avec des cellules 
exprimant a leur surface l'IL-1 3RP ou/et de l'IL-1 3Ra, dans des conditions permettant I'interaction entre le recepteur 
35 de l'IL-1 3 et ledit compose, dans le cas ou celui-ci possederait une affinite pour le recepteur, et en ce que I'on detecte 
et/ou isole les composes lies a l'IL-1 3R[3 ou/et de HL-13Roc, ou ceux capables d'en moduler I'activite biologique. 
[0061] Dans un mode particulier, cette methode de l'invention est adaptee a I'identification et/ou I'isolement d'ago- 
nistes et d'antagonistes de l'IL-1 3 pour son recepteur I'l L-1 3RJ3 ou/et de l'IL-1 3Ra. 

[0062] L'invention comprend egalement des compositions pharmaceutiques comprenant comme principe actif un 
40 polypeptide repondant aux definitions precedentes, preferentiellement sous forme soluble, associe a un vehicule phar- 
maceutiquement acceptable. 

[0063] Un tel polypeptide peut en effet agir en competition avec l'IL-1 3R(3 ou/et de NL-13Ra exprime a la surface 
cellulaire, et constituer de ce fait un antagoniste specifique de la liaison de l'IL-1 3 a son recepteur, qui peut avanta- 
geusement etre mis en oeuvre pour la synthese d'un medicament destine a moduler les reactions mediees par l'IL-1 3 

45 dans des situations pathologiques. 

[0064] L'invention comprend enfin une methode de traitement therapeutique d'affections liees a des reactions im- 
munologiques mediees par l'IL-13, comprenant I'administration a un patient de l'IL-1 3Rp ou/et de l'IL-13Ra (ou d'un 
de leurs fragments biologiquement actif), ou d'un compose capable d'en moduler specifiquement I'activite biologique, 
en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

so [0065] D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaissent dans la suite de la description avec les 
exemples et les figures dont les legendes sont representees ci-apres. 

LEGENDE DES FIGURES 

55 [0066] 

Figure 1 : caracterisation du recepteur IL-13Rp humain present dans les cellules Caki-1. 
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a) analyse de Scatchard (cadre insere) de la courbe de saturation de l'IL-13 marquee a l'[ 125 l]; 

b) liaison de [ 125 l][Phe43]-IL-13-GlyTyrGlyTyr en presence de concentration croissante d'IL-13 non marquee 
(•)etd'IL-4 (o); 

c) experiences de pontage ("cross-link") en utilisant de l'IL-13 radioactive en I'absence (coulee a) et en pre- 
sence d'un excedent de 100 fois d'IL-13 non marquee (coulee b) ou d'IL-4 (coulee c); 

d) inhibition de la secretion d'IL-6 induite par l'IL-13 et l'IL-4 en presence d'un anticorps monoclonal specifique 
de la chaTne IL-4R et de I'antagoniste de IL-4, Y124DIL-4. 

Figure 2 : Sequence nucleotidique de I'ADNc de l'IL-13Rp, et comparaison des sequences proteiques de l'IL-5R, 
l'IL-1 3Ra mutine et de NL-13Rp. 

a) sequence nucleotidique de I'ADNc de l'IL-1 3Rp. Les acides amines correspondant au peptide signal deduit 
de la sequence nucleique sont indiques en italiques et ceux correspondant au domaine transmembranaire 
sont indiques en caracteres gras. Les sites de N-glycosylation potentiels (Asn-X-Ser/Thr) sont soulignes ; 

b) alignement des acides amines des sequences de l'IL-1 3R|3 et de NL-5R. Les sequences proteiques de I'lL- 
13R et IL-5R sont alignees comme decrit precedemment (24). Les residus cysteine et le motif WSXWS ca- 
racteristiques de cette famille de recepteurs sont encadres. 

Figure 3 : Profils d'expression de I'ARNm de l'IL-1 3Rp\ L'ARN a ete prepare a partir des cellules suivantes : Caki- 
1 (coulee a), A431 (coulee b), TF-1 (coulee c), U937 (coulee d), Jurkat (coulee e) et IM9 (coulee f). 

Figure 4 : Caracterisation du recepteur IL-13Rp recombinant de l'IL-13. 

Les cellules COS-7 sont transferees avec I'ADNc de l'IL-1 3Rp et utilisees pour : 

a) des etudes de liaison de l'IL-13 radiomarquee (cadre insere), par analyse de Scatchard de la courbe de 
saturation; 

b) des experiences de pontage en utilisant de l'IL-13 radiomarquee en absence (coulee a) et en presence 
d'un exces de 100 fois d'IL-13 non marquee (coulee b) ; 

c-d) des experiences de cotransfection en utilisant l'IL-1 3Rp clone, NL-4R (gp140) et la chaTne y suivies par 
la liaison de l'IL-13 radiomarquee (c) ou de l'IL-4 (d). Les colonnes noires et blanches represented respecti- 
vement la liaison specifique de l'IL-13 et de l'IL-4. 

Figure 5 : Inhibition de la liaison de l'IL-13 sur l'IL-1 3Rp par la forme soluble du recepteur (IL-13Rps) en expression 
transitoire. 

L'expression d'IL-1 3Rps dans le surnageant des cellules transferees par 2034 est testee par inhibition de la liaison 
de l'IL-13 sur les cellules transferees par l'IL-1 3Rp (2036). Les surnageants sont testes bruts en les diluant de 
moitie dans le ligand iode. 

2036 NSB : liaison non specifique en presence d'un exces d'IL-13 non marquee 2036 BT: liaison totale sur cellules 
transferees avec le 2036 

2036 + sgt 2034 : liaison sur cellules transferees avec le 2036 en presence de surnageant de cellules transferees 
avec le 2034. 

2036 + sgt pSE1 : controle 

Figure 6 : Inhibition de la liaison de l'IL-13 sur NL-13Rp par la forme soluble du recepteur (IL-13Rps) sur des 
lignees stables. 

T2036-22 : liaison totale sur le clone IL-1 3R(3 (2036-22) sans presence de surnageant de clone secretant I'lL- 

13Rps (reference 100 %) 

2034-4 

2034-6 

2034-19 _4 clones IL-13Rps 
2034-21 

1274-20 : en presence de surnageant de cellules CHO n'exprimant pas l'IL-1 3R(3s (controle). 

Figure 7 : Sequence nucleotidique de I'ADNc de l'L-13Ra et comparaison des sequences proteiques de I'lL- 
13Rahumain et de NL-13Ramurin 

a) Sequence nucleotique de I'ADNc de l'IL-1 3Ra. Les acides amines correspondant au peptide signal deduit 
de la sequence nucleique sont soulignes par un trait pointille et ceux correspondant au domaine transmem- 
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branaires sont soulignes par un double trait. Les sites de N-glycosylation potentiels (Asn-X-Ser/Thr) sont 
encadres. 

b) Alignementdes acides amines de l'IL-1 3Rahumain et de l'IL-13Ramurin. Les sequences proteiques de I'lL- 
5 13Rahumain et de l'IL-1 3Ra murin sont alignes comme decrit precedemment (24). Les residus cysteines et 

le motif WSXWS caracterisdques de cette famille de recepteurs sont encadres. 

Figure 8 : Caracterisation du recepteur IL-13Ra recombinant de l'IL-13. 

Les cellules CHO ou COS-3 transfectees avec I'ADNc de l'IL-13Ra ou/et de ML-4R et utilisees pour: 

w 

a) des etudes de liaison de l'IL-13 marquee a I'iode 125, par analyse deScatchard de la courbe de saturation 
avec des cellules CHO transfectees avec I'ADNc de l'IL-13Rp (figure A), transfectees avec I'ADNc de I'lL- 
13Rfi et I'ADNc de NL-4R (figure B), transfectees avec I'ADNc de l'IL-1 3Ra (figure C) et transfectees avec 
I'ADNc de l'IL-1 3Rcc et I'ADNc de HL-4R (figure D). 
*5 b) des experiences de competitions de liaisons de l'[ 125 l]-IL-1 3 sur des cellules CHO transfectees avec I'ADNc 

de l'IL-1 3Rp (figure E), transfectees avec I'ADNc de l'IL-1 3Rp et I'ADNc de HL-4R (figure F), transfectees avec 
I'ADNc de l'IL-13Ra (figure G) et transfectees avec I'ADNc de l'IL-13Ra et I'ADNc de NL-4R (figure H). Les 
colonnes blanches et hachurees representent respectivement la liaison specifique de l'IL-13 radiomarquee 
en presence d'un exces (1000 fois plus) d'IL-13 ou d'IL-4, les colonnes noires representent la liaison totale. 

20 

Figure 9 : comparaison de la mobilite electrophoretique dans I'EMSA d'extraits cellulaires exprimant le recepteur 
de l'IL-4 seul (CHO-4), le recepteur de NL-13Roc seul (CHO-13) ou les recepteurs combines IL-13Roc etlL-4R 
(CHO-4-13) apres activation des cellules CHO en presence d'IL-4 ou d'IL-13 (4 ou 13), c representant letemoin 
non active.. 

25 

MATERIELS ET METHODES 

Experiences de liaison et de pontage : 

30 [0067] Les experiences de liaison et de pontage sont realisees comme decrit pour [ 125 l][Phe43]-IL-13-GlyTyrGlyTyr 
(17). 

Induction de la secretion d'IL-6 : 

35 [0068] Les cellules Caki-1 (ATCC HTB46) sont mises dans des plaques de 24 puits a une densite de 5.1 0 4 cellules/ 
puits et apres 3 jours de culture des monocouches confluantes sont lavees trois fois avec du milieu DM EM sans serum 
de veau foetal. La stimulation des cellules Caki-1 est realisee avec 30 ng/ml d'IL-4 ou d'IL-13 en absence ou en 
presence de Y124DIL-4 ou d'un anticorps monoclonal anti-gp140. La quantite d'IL-6 liberee dans le milieu de culture 
apres 24 heures d'incubation est mesuree par une technique ELISA (Innotest, France). 

40 

Isolement et analyse de I'ADNc de l'IL-1 3R|3 humain : 

[0069] L'ARN total a ete extrait des cellules Caki-1 comme decrit precedemment (25). L'ARN poly(A) est isole des 
ARN totaux avec des billes magnetiques recouvertes d'oligo(dT) 2 5(Dynal). Unebanqued'ADNccontenant2.10 5 clones 
45 a ete construite en utilisant la procedure d'amorces adaptateurs (26) et le vecteur pSE-1 (27). La strategie de clonage 
pour I'expression qui a ete utilisee a ete decrite precedemment (17). 

Obtention de I'ADNc de l'IL-1 3Rp humain : 

so [0070] Les echantillons d'ARN sont copies avec la reverse transcriptase et soumis a une PCR (reaction de polyme- 
risation en chaTne) en utilisant une amorce sens correspondant a la sequence + 489 a + 490 et une amorce antisens 
correspondant a + 52 a + 71 (la numeration est faite sur la base de la sequence de I'ADNc montree sur la figure 2). 
Les produits amplifies par PCR sont hybrides avec une sonde complementaire des sequences + 445 a + 461 de I'ADNc. 
Les marqueurs de taille sont indiques a la gauche de la figure. 

55 
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Isolement et analyse de I'ADNc de l'IL-13 Rce humain : 

1) Preparation de la sonde IL-13 Ra murin 

a) Culture des cellules B9 (28) 

[0071] Les cellules B9 sont cultivees en milieu RPMI ( Gibco ) supplements de 10% de serum de veau foetal et 50 
\ig I ml de gentamycine. 

b) Preparation de I' ARN des cellules B9. 

[0072] Les cellules sont lavees deux fois avec du tampon PBS ( phosphate buffer saline, reference 04104040-GI- 
BCO-BRL). Apres cemrifugation 10 minutes a 1000 rpm, le culot cellulaire est mis en suspension dans le tampon de 
lyse de composition suivante : guanidine-thiocyanate 4M ; citrate de sodium 25 mM pH 7 ; sarcosyl 0.5% ; p2-mercap- 
toethanol 0.1 M. 

[0073] La suspension est soniquee a I'aide d'un sonicateur ultra turax no 231256 (JANKE et KUNDEL) a puissance 
maximale pendant une minute. On ajoute de I'acetate de sodium pH 4 jusqu'a 0.2 M. La solution est extraite avec un 
volume d'un melange de phenol / chloroforme ( v / v ; 5 / 1 ). 

[0074] On precipite a - 20°C I'ARN contenu dans la phase aqueuse a I'aide d'un volume d'isopropanol.Le culot est 
resuspendu dans le tampon de lyse. La solution est a nouveau extraite avec un melange phenol/ chloroforme et I'ARN 
est precipite avec de I'isopropanol. Apres lavage du culot avec de I'ethanol 70% puis 100%, I'ARN est resuspendu 
dans de I'eau. 

c) Preparation de I'ADN complementaire. 

[0075] L'ADNc est prepare a partir de 5 (xg d'ARN total en utilisant une amorce poly T1 2. On incube I'ARN total dans 
un volume de 30uJ de tampon : Tris HCI 50 mM pH 8.3, MgCI 2 6 mM, DTT 10 mM, KCI 40 mM, contenant 0.5 mM de 
chacun des desoxynucleotides triphosphates et 30 unites de Rnasin (Promega), une heure a 37 °C, puis 10 minutes 
a 50 °C, puis de nouveau 10 minutes a 37 °C, avec 200 unites de I'enzyme transcriptase inverse Rnase H- (Gibco-BRL 
reference 8064A). La reaction est interrompue en chauffant 10 minutes a 65 °C. 

d) Amplification specif ique d'un fragment de I'ADNc du IL 13Roc de souris par la technique de PCR. 

[0076] La polymerisation est realisee avec 6 \i\ d'ADNc dans 50 u.l final avec le tampon de composition suivante : 
Tris HCI 10mM pH 8.3, MgCI 2 2.5 mM, KCI 50 mM, 4 dNTP 0.2 mm, 2 jig/ ml dechacune des deux amorces nucleiques 
et de 2.5 u de TAQ ADN polymerase ( Beckman). Les couples d'amorces ont ete choisis sur la sequence publiee par 
Hilton (22). 

Amorce sens : nucleotide 249 a 268 
5' AGAGGAATTACCCCTC3GATG 3' 



Amorce anti-sens : nucleotide 12S6 a 1275 
5' TCAAGGAGCTGCTTTCTTCA 3' 

[0077] La reaction est realisee durant 30 cycles 1 minute a 94°C ; 1 minute a 58°C, 4 minutes a 72°C, suivi d'un 
dernier cycle de 10 minutes a 72°C. 

e) Purification du produit d'amplification PCR. 

[0078] Apres migration sur un gel d'agarose 1 % (Sigma) en tampon TAE (Tris HCI 40 mM, EDTA 1 mM pH7.9) pendant 
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1 heure a 100 volts, le gel est colore en presence de bromure d'ethidium a 1u.g / ml dans le meme tampon. La bande 
correspondant au produit d'amplification (fragment d' ADNc de 1027 paires de bases (pB) de l'IL13Ra) est extraite en 
utilisant un kit Glass Max ( Gibco ). 

5 f) Preparation de la sonde. 

[0079] 25 ng du fragment de 1027 paires de bases (pB) d'ADNc purifie correspondant au recepteur IL-13Ra de 
souris sont marques au phosphore 32 avec le kit BRL " Random Primers DNA labelling systems " a une activite spe- 
cifique de 2.4 x 1 0 9 dpm / u.g ; alternativement, 1 00 ng sont marques par Nick-translation en utilisant le kit Boeringher 
10 a une activite specifique de 4 x 1 0 8 dpm / (ig. 

2) Isolement et analyse de I'ADNc de l'IL-13Ra humain 

a) Preparation de I'ARN total 

15 

[0080] L'ARN total a ete extrait des cellules Cakil comme decrit precedemment dans le paragraphe 1b. 

b) Purification de I' ARN messager (fraction polyA+). 

20 [0081] La purification de la fraction polyA+ de I' ARN est realisee a I'aide du kit Dynabeads oligo (dT) 25 de DYNAL 
(reference 61 0.05) suivant le protocole preconise par le fabricant. Le principe est base sur (utilisation de billes polys- 
tyrene super-paramagnetique sur lesquelles est attache un oligonucleotide poly ( dT ) 25. La fraction polyA+ est hy- 
bridee sur ('oligonucleotide (dT) 25 couple aux billes que Ton piege sur un support magnetique. 

25 C ) Northern blot. 

[0082] 5 ng d'ARN messager poly A+ sont deposes sur gel denaturant 8% formaldehyde, 1% agarose en tampon 
MOPS (1 OmM pH 7.4, EDTA 0.5 mM). Apres migration et tranfert sur membrane hybond N+ (Ammersham) en tampon 
20 X SSC, I'ARN est fixe en chauffant au four a 80°C sous vide. La membrane est alors prehybridee 2 heures a 42°C 
30 dans le tampon suivant : 1 M NaCI ; 30% formamide; 1% SDS ; 5 X Denhart's ; 100 jxg / ml d' ADN de sperme de 
saumon. Apres 2 heures de prehybridation, la membrane est hybridee dans le meme tampon avec une concentration 
de sonde IL-1 3Roc de souris preparee par "random priming" de 2.5 1 0 6 dpm / ml, pendant 1 6 heures. La membrane 
est ensuite lavee 2 fois pendant 30 minutes dans le tampon 2 x SSC 0.1 % SDS a temperature ambiante puis pendant 

2 heures a 50°C dans le meme tampon. Apres 4 jours d' exposition dans une cassette (Molecular Dynamics), le northern 
35 blot est analyse a " I'lnstant Imager " (Molecular Dynamics). Un transcrit majoritaire de 4200 paires de bases (pB) et 

un doublet de 1500 pB et2000 pB sont detectes dans les cellules Cakil, U373 et U937. 

Caracterisation des proprietes de l'IL-13R|3 et de l'IL-13Ra humain : 

40 [0083] Les cellules COS-7 ou CHO sont transfectees dans des boTtes de Petri comme decrit precedemment (1 7). 
24 heures plus tard, les cellules sont trypsinisees et mises en culture dans des plaques de 24 puits a une densite de 
8.10 4 cellules/puits. Apres une culture de 48 heures a 37°C, les cellules sont utilisees pour des experiences de liaison 
(des essais realises en triplicata montrent une variation de moins de 10 %) avec de l'IL-13 iodee comme decrit (17). 
Pour la transfection, les cellules COS-7 ou CHO ont ete transfectees dans des plaques de 25 cm 2 en utilisant 0,6 mg 

45 de differents plasmides. Apres 24 heures, les monocouches cellulaires sont trypsinisees et mises en culture dans des 
plaques a 12 puits a raison de 8.10 4 cellules/puits. Trois jours plus tard, les experiences de liaison et de competition 
sont realisees avecde l'IL-13 marquee et avec de l'IL-13 et/ou del'IL-4 non marquees. Les resultats sont representatifs 
d'au moins trois experiences realisees independamment. 

[0084] Comparaison des mobilites electrophoretiques dans l'"EMSA" des extraits nucleiques de cellules exprimant 
so NL-13Rcc et/ou I1L-4R humains : 2.1 0 6 cellules CHO sont reparties dans des bottes de Petri de diametre 10 cm. 24 
heures plus tard, les cellules sont transfectees avec 6 u.g d'ADN plasmide (34). Apres 48 heures, les cellules sont 
incubees a 37°C pendant 30 minutes dans 3 ml de milieu avec ou sans IL-1 3 ou IL-4 a une concentration de 100 ng 
par ml. Les cellules sont ensuite rincees deux fois avec un tampon PB5-0,5 mM d'EDTA puis resuspendues dans 1 ,2 
ml de PB5. Les cellules sont ensuite centrifugees et les extraits cellulaires prepares comme decrit dans (35). Les 
55 EMSA sont ensuite realisees comme decrit dans (36) avec de 10 a 20 u.g d'extraits cellulaires et avec une sonde 
oligonucleotidique radiomarquee au 32 P (50000-100000 cpm), sonde correspondant a I'element Ce du promoteur Ce 
humain (37). La sonde oligonucleotidique synthetisee presente la sequence suivante : 
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5'-GATCCACTTCCCAAGAACAGA-3 \ 



EXEMPLES 
EXEMPLE 1 : 

fo Analyse de I'expression de I' IL-13Rp humain a la surface des cellules Caki-1 

[0085] II a recemment ete decouvert que des cellules decarcinome renal humain exprimaienten plus des recepteurs 
communs a l'IL-4 et a l'IL-13, un large exces de recepteurs specifiques de l'IL-13 (21).Sur la base deces resultats, un 
echantillon de lignees cellulaires decarcinome humain a ete etudie pour la fixation de l'IL-13 comme decrit precedem- 

15 ment (17). Une lignee particuliere, Caki-1 (ATCC HTB46), qui exprime un nombre particulierement important de sites 
de liaisons pour l'IL-13, a ete analysee plus en detail. Les courbes de Scatchard obtenues a partir d'experiences de 
saturation montrent la presence de sites de liaison avec une Kd de 446+50 pM et une capacite de 7,2. 10 4 recepteurs/ 
cellule (figure 1a). Dans des experiences de competition, l'IL-13 non marquee deplace totalement l'IL-13 marquee 
d'une facon dose dependante, alors que l'IL-4 deplace avec une haute affinite environ 10 % de l'IL-13 marquee. Des 

20 concentrations plus importantes d'IL-4 (superieures a 100 nM) ne deplacent pas les 90 % restants d'IL-13 liee (figure 
1b). 

[0086] Ces resultats sont en concordance avec I'existence de deux sites I'un partage par les deux cytokines, I'autre 
specifique de l'IL-13. Les experiences de pontage par affinite de l'IL-13 montrent un complexe d'environ 70 kDa, qui 
coincide avec le complexe observe dans des experiences de pontage similaire avec l'IL-13 dans differents types cel- 
25 lulaires (17,21). L'IL-13 marquee est completement deplacee du complexe par l'IL-13 mais pas par l'IL-4, ce qui est 
accord avec les experiences de competition (figure 1c). 

EXEMPLE 2 : 

30 Analyse de la secretion d'IL-6 induite par l'IL-4 ou l'IL-13. 

[0087] Les auteurs de I'invention ont analyse la secretion induite par l'IL-4 ou l'IL-13 sur des cellules Caki-1 . Les 
deux cytokines induisent la secretion de niveaux similaires d'IL-6, et la secretion est inhibee par des anticorps speci- 
fiques de la chaTne a de TIL-4R et par I'antagoniste Y124DIL-4 (figure 1 d). Ceci suggere que les recepteurs partages 
35 par les deux cytokines dans les cellules Caki-1 sont responsables de I'induction de la secretion d'IL-6. Des resultats 
similaires sont observes quand la phosphorylation du complexe proteique IRS1/4PS (18) induite - par l'IL-4 et l'IL-13 
est analysee en presence ou en absence d'anticorps anti-IL-4R et d'antagoniste de l'IL-4. 

[0088] Ces resultats pris dans leur ensemble suggerent que le complexe recepteur IL-4/IL-13 exprime dans les 
cellules Caki est identique a ce qui avait ete precedemment decrit et que la proteine liant l'IL-13 (IL-1 3RJ3) qui est 
40 surexprimee, est un composant du recepteur responsable de la reconnaissance de l'IL-1 3 dans un complexe fonction- 
nel qui inclut IL-4R. 

[0089] Ces cellules ont done ete utilisees comme source d'ARN messager pour le clonage decette entite liant l'IL-13. 
EXEMPLE 3: 

Clonage de la sous unite primaire du recepteur de l'IL-13 (IL-13RfS) 

[0090] La strategie de clonage et d'expression qui a ete utilisee a ete precedemment decrite (17). Une banque 
d'ADNccontenant 2. 10 5 clones recombinants a ete construite (26) a partir des cellules Caki-1 . La banque a etedivisee 

so en lots de 1 000 ADNc, dont I'ADN de chaque lot sous forme de plasmide a ete introduit dans des cellules COS-7 (29). 
La liaison d'IL-13 marquee aux cellules COS-7 transferees permet d'identifier les lots de clones codant un recepteur 
de l'IL-13. Les lots positifs ont ete repartis et recribles jusqu'a I'identif ication d'un clone unique capable de realiser la 
synthese d'une proteine de surface cellulaire apte a lier l'IL-13. Deux ADNc de l'IL-1 3Rp independants ont ete finale- 
ment isoles. La sequence nucleotidique complete de I'ADNc de l'IL-1 3Rp et la sequence d'acides amines qui en est 

55 deduite sont montrees sur la figure 2a. L'ADNc a une longueur de 1298 bases en excluant la queue poly-A et a une 
courte region non traduite en 3' de 1 06 bases. Un signal canonique de polyadenylation AATAAA se trouve a la place 
prevue. Le cadre de lecture ouvert entre les nucleotides 53 et 1192 definit un polypeptide de 380 acides amines. La 
sequence code pour une proteine membranaire avec un peptide signal potentiel, un seul domaine transmembranaire 
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et une courte queue intracytoplasmique. 

[0091] 4 sites de N-glycosilation potentiels sont localises dans la region extracellulaire. II est important de noter que 
deux motifs consensus consideres comme des signatures de la famille des recepteurs de cytokine de type II (30) sont 
aussi presents, le premier etant derive d'une structure en boucle de pont disulfure N-terminal, le second etant le motif 
5 de type WSXWS localise a I'extremite C-terminale de la region extra cellulaire. La tres courte sequence cytoplasmique 
pourrait expliquer pourquoi c'est seulement le complexe recepteur partage par l'IL-4 et par l'IL-13 dans les cellules 
Caki qui transduit un signal dans la cellule. 

[0092] Des etudes d'alignement demontrent des homologies avec la chaTne a de HL-5R humain (51 % de similarity 
et 27 % d'identite, figure 2b) et a un degre moindre, avec le recepteur de la prolactine. II est interessant de noter que 
10 le complexe I L-5R est constitue d'une chaTne a qui lie l'IL-5 mais qui abesoin d'une autre proteine, la chaTne p partagee 
avec les recepteurs de l'IL-3 et du GM-CSF, pour former un recepteur de haute affinite qui est capable de transduire 
un signal (31). 

EXEMPLE 4: 

15 

Detection des ARN messagers de l'IL-13Rp humain dans differentes lignees cellulaires 

[0093] De fagon surprenante, dans les cellules Caki-1 des quantites similaires d'ARN messagers de l'IL-1 3Rp et IL- 
4R sont detectees par des analyses de northern blot bien qu'un large exces d'IL-1 3Rp soit exprime. Cette observation 

20 suggere qu'il y a une plus forte traduction de cet ARNm par rapport au transcript de NL-4R et explique I'absence de 
detection de I'ARNm de l'IL-13Rp dans les lignees cellulaires exprimant un faible nombre de sites de liaison de l'IL- 
13. Des analyses par RT-PCR (figure 3) montrent que le transcript trouve dans les cellules Caki-1 est aussi present 
a des degres inferieurs dans la lignee keratinocytaire A431 , les cellules premyeloTdes TF-1 , les cellules premocytiques 
U937, et la lignee cellulaire B IM9. Aucun transcript n'est detecte dans la lignee cellulaire T Jurkat ni dans la lignee 

25 cellulaire pre-B NALM6. Ces resultats sont en accord avec des etudes de liaison de l'IL-13 sur ces memes lignees 
precedemment decrites paries auteurs delapresente invention (17), et avec lescibles biologiques connues de l'IL-13. 

EXEMPLE 5 : 

30 Analyses de liaison realisees sur des cellules COS-7 transferees avec I'ADNc de l'IL-13Rp humain 

[0094] Les cellules COS-7 transferees avec I'ADNc isole codant pour l'IL-1 3Rp lient specifiquement l'IL-1 3 marquee. 
L'analyse de Scatchard de la courbe de saturation montre un seul site composant avec une Kd d'une valeur de 250±30 
pM et une capacite de liaison maximale de 5,6.1 0 5 recepteurs/cellule (figure 4a). 
35 [0095] L'affinite du recepteur recombinant est en bon accord avec la valeur de Kd de 446 pM pour l'IL-1 3R(3 dans 
les cellules Caki-1 et pource qui aetedecrit dans plusieurs autres cellules (17). Done, malgre I'homologiede sequence 
avec la chaTne a de NL-5R, le recepteur clone se comporte differemment puisqu'il n' a pas besoin d'une seconde 
chaTne pour reconstituer un site de liaison de haute affinite. 

[0096] II est interessant de noter que la proteine liant l'IL-1 5 recemment decrite possede de la meme fagon la ca- 

40 racteristique de lieravec une forte affinite l'IL-1 5, en I'absence des deux autres composants du complexe IL-15R (32). 
[0097] Dans des experiences de competition, l'IL-13 est capable d'inhiber la liaison de l'IL-13 marquee au recepteur 
clone, avec une constante d'inhibition (Ki) de 1 ,5 ± 0,5 nM. alors que l'IL-4 n'inhibe pas la liaison. La pharmacologie 
du recepteur clone est done similaire a celle de l'IL-1 3Rp present dans les cellules Caki-1 . Des experiences de pontage 
montrent une bande radiomarquee de 70 kDa. Cette bande a la meme mobilite que celle observee dans les cellules 

45 Caki ainsi que dans d'autres cellules (1 7). Ce complexe correspond tres probablement a la bande de 60-70 kDa ob- 
servee en plus de la bande de 140 kDa de NL-4R dans les experiences de pontage realisees avec l'IL-4 marquee. 
Ceci pourrait aussi suggerer qu'il existe une forte interaction entre les deux proteines dans le complexe recepteur 
fonctionnel. Les auteurs de la presente invention ont done verifie si l'IL-1 3Rp et NL-4R interagissent dans la membrane 
cellulaire pour reconstituer un recepteur qui permet une competition croisee des deux cytokines. Les resultats d'ex- 

so perience de coexpression sont montres dans la figure 4,c et d. 

[0098] II apparait clairement que I'expression des deux recepteurs soit isolee soit simultanee, resulte en un grand 
nombre de recepteurs qui reconnaissent specifiquement I'une ou I'autre des deux cytokines. Toutefois, lorsqu'ils sont 
exprimes ensemble, un petit nombre de recepteurs (5 a 10 %) est capable de reconnaTtre les deux cytokines. La 
cotransfection de la chaTne yc avec l'IL-4R et l'IL-1 3Rp ne procure pas une augmentation dans le nombre de sites de 

55 liaison partages. Ces resultats suggerent que les chames de l'IL-1 3Rp et IL-4R peuvent interagir I'une avec I'autre 
dans la membrane cellulaire pour reconstituer un recepteur pour lequel l'IL-13 et l'IL-4 peuvent etre en competition. 
Le faible pourcentage de recepteurs reconstitues est un argument en faveur de la presence d'une autre proteine (IL- 
13Ra) en quantites limitantes dans les cellules COS, necessaire pour la reconstitution du complexe recepteur auquel 
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se lient en competitivite l'IL-13 et NL-4. 

[0099] Les resultats obtenus dans les experiences de transfection avec la chame 7c demontrent que cette proteine 
n'est pas lefacteur limitant qui avait ete suggere auparavant (15). Cette conclusion est aussi supportee par I'absence 
d'ARN messager de yc dans les cellules Caki-1 (21). 

5 [0100] Une autre raison possible pour expliquer le faible nombre de recepteurs reconstitues est I'existence d'une 
stoechiometrie incorrecte des deux proteines dans la membrane cellulaire. Toutefois, des cotransfections utilisant des 
quantites relatives differentes d'IL-4R et d'IL-1 3R(3 ne montrent pas de difference majeure dans le nombre de recepteurs 
reconstitues. La possibility qu'il existe un autre IL-13R avec une plus forte capacite a interagir avec IL-4R, a ete con- 
firmee chez la souris (22) et chez I'homme par I'isolement de I'ADNc de l'IL-13Ra (cf. EXEMPLE 7). II doit etre note 

10 que I'expression deyc ameliore la liaison de NL-4 commecela a ete precedemment decrit (19) mais diminue la liaison 
de NL-13, suggerant une interaction complexe entre les differentes chaTnes. 

EXEMPLE 6: 

■ 5 Etude de I'inhibition de la liaison de l'IL-13 a son recepteur membranaire par un recepteur sous forme soluble. 

[0101] On decrit les resultats en expression transitoire (figure 5) ou sur les lignees stables (figure 6). 

[0102] Les deux sequences d'ADNc ; codant pour l'IL-1 3Rp et pour l'IL-1 3R(3s sont inserees dans le vecteur p7055 

a la place de I'ADNc de NL-2 (33). Les plasmides resultants sont nommes 2036 et 2034 respectivement. 

20 

a) Expression transitoire 

[0103] Les cellules CHO sont ensemencees en plaques 12 puits a 3.10 5 cellules/puits et transferees le lendemain 
par la methode DEAE-Dextran comme pour les cellules COS, soit avec le plasmide 2036 ou 2034, soit avec le plasmide 
25 pSE-1 vide comme temoin. 

[0104] Les cellules sont cultivees pendant trois jours de facon a permettre une accumulation de l'IL-1 3Rps dans le 
surnageant des cellules transferees avec le plasmide 2034 et une bonne expression de l'IL-1 3Rp dans la membrane 
des cellules transferees avec le plasmide 2036. 

[0105] Le surnageant des cellules transferees avec l'IL-1 3Rps (2034) ou le temoin negatif (pSE-1 vide) est alors 
30 preleve et les cellules transferees avec l'IL-1 3Ra sont utilisees pour I'etude de I'inhibition de la liaison de l'IL-13. 

[0106] La liaison de l'IL-13 a la surface des CHO exprimant l'IL-1 3Rp (2036) est mesuree en presence ou non de 
ces surnageants bruts dilues de moitie avec le radioligand ou en presence d'un exces d'IL-1 3 non radiomarquee (NSB). 
La liaison s'effectue sur les cellules entieres dans un volume final de 500 ml avec 300 pM de radioligand, en triplicata. 

35 b) Lignees stables 

[0107] Deux lignees stables de CHO transformees sont obtenues par transfection avec les sequences codantes de 
l'IL-1 3Rp complet (polypeptide de 380 residus) ou de l'IL-1 3R(3 sous forme soluble (IL-13Rps, polypeptide tronque, 
correspondant aux residus 1 a 337 de l'IL-1 3Rp). Ces sequences sont inserees dans le vecteur p 7055. 
40 [0108] Les cellules CHO-DHFR" sont transferees avec les plasmides 2036 (IL-13Rp) et 2034 (IL-13Rps) et les 
clones recombinants selectionnes comme decrit precedemment (33). 

[0109] L'un des clones CHO-IL-13Rp (CHO 2036) obtenus, presentant 2 a 5.1 0 5 sites par cellules est ensemence 
en plaque 12 puits a une densite de 10 5 cellules par puits et les cellules sont utilisees deux jours pres pour des expe- 
riences de liaison en presence ou non d'IL-1 3Rps. 
45 [0110] Pour cela, les clones CHO-IL-13Rps (CHO 2034) sont ensemences en boTtes de 6 cm, en triplicata a 5.10 5 
cellules par boTte. Apres 3 jours d'accumulation dans le milieu de culture, le milieu (5 ml par boTte) est preleve pour 
les etudes d'inhibition de liaison de l'IL-13 sur l'IL-1 3Rp du clone CHO 2036. De la meme fagon, le surnageant de 
cellules CHO n'exprimant pas l'IL-1 3Rp soluble est preleve. 

[0111] La liaison de l'IL-13 a la surface du clone CHO 2036-22 est mesuree en presence ou non deces surnageants 
so bruts dilues de moitie avec le radioligand, ou en presence d'un exces d'IL-1 3 non radiomarquee (NSB). La liaison 
s'effectue en triplicata, sur les cellules entieres, dans un volume de 500 ml avec 300 pM de radioligand. 
[0112] Les histogrammes des figures 5 et 6 represented I'inhibition de la liaison de l'IL-13 sur l'IL-1 3Rp par I'lL- 
13Rps. Une inhibition de la liaison de l'IL-13 a son recepteur peut s'observer sur plusieurs clones. 

55 
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EXEMPLE 7 

Clonage du recepteur IL13Ra humain. 

5 a)Preparation de la banque d' ADNc a partir des ARN messagers polyA+ de cellules CakM . 

[0113] A partir de 0.5 u.g d'ARN messager polyA+, on prepare I'ADN complementaire simple brin marque au 32 P. 
dCTP (L'ADN complementaire obtenu presente une activite specifique de 3000 dpm/ng) avec I' amorce synthetique 
de sequence suivante (comprenant un site BamH1): 

10 

5' < GATCCGGGCCCTTTTTTTTTTTT <3' 

15 dans un volume de 30 uJ de tampon suivant : 

[0114] Tris Hcl 50mM pH 8.3, Mgcl 2 6mM, DTT 10 mM, Kcl 40 mM, contenant 0.5 mM de chacun des desoxynuclei- 
ques triphosphates , 30 u.Ci de dCTP a 32 P et 30 U de Rnasin (Promega). Apres une heure d'incubation a 37°C, puis 
10 minutes a 50°C, puis de nouveau 10 minutes a 37°C, avec 200 unites de I' enzyme transcriptase inverse Rnase 
H- (Gibco -BRL), on ajoute 4^,1 d'EDTA. La matrice ARN est ensuite degradee en ajoutant 6 |o,l d' une solution de NaOH 

20 2, I'incubation durant 5 minutes a 65°C. 

[0115] Afin d' eliminer I'amorce synthetique, on purifie I'ADN complementaire sur une colonne de 1 ml de sephacryl 
S400 ( Phannacia ), equilibree dans du tampon TE. Les deux premieres fractions radioactives sont regroupees et 
precipitees avec 1/1 0 de volume d'une solution d'acetate d'ammonium 1 0M et 2.5 volumes d'ethanol, ceci apres une 
extraction au chloroforme. On allonge ensuite I'ADNc en 5' en ajoutant une "queue" homopolymerique de dG avec 20 

25 unites de I' enzyme terminale transferase ( Pharmacia 27073001 ). Puis, on incube dans 20 u.l de tampon de compo- 
sition suivante : Tris HCI 30 mM pH 7.6 ; chlorure de cobalt 1 mM ; acide cacodylique 140 mM ; DTT 0.1 mM ; dGTP 
1mM. pendant 15 minutes a 37°C, puis on ajoute2 jxl d' EDTA 0.5 M. On retraitede nouveau a lasoudesans chauffer, 
on repurifie sur colonne S400, on extrait au chloroforme et on precipite a I' ethanol. Le culot est dissous dans 33 \i\ de 
tampon TE. L'etape suivante consiste a apparier le vecteur de clonage pT7T3-18 auquel on a prealablement ajoute 

30 une queue homopolymerique de dC apres coupure par Pstl, I'ADNc et I' adaptateur. On met en presence I'ADNc (33 
|il) avec 75 ng de vecteur pT7/T3-1 8 (5|il), 120 ng de I' adapteur (1(i I) de sequence suivante (comprenant un site Apal), 

5' AAAAAAAAAAAAAGGGCCCG 3' 

10 \i\ d' une solution de Nacl 200 mM, et on incube pendant 5 minutes a 65°C puis on laisse refroidir le melange 
reactionnel jusqu'a temperature ambiante. L' etape suivante consiste a ligaturer le vecteur de clonage et I'ADNc simple 
brin dans un volume reactionnel de 100 \i\ avec 32.5 unites de I' enzyme ADN ligasedu phage T4 (Pharmacia) pendant 
une nuit a 15°C dans un tampon de composition : Tris HCI 50 mM pH 7.5 ; MgCI 2 10 mM, ATP 1mM. Les proteines 

40 sont ensuite eliminees par extraction au phenol suivie d'une extraction au chloroforme, puis on ajoute 1/1 0 de volume 
d'une solution d 1 acetate d' ammonium 10 mM et 2.5 volumes d 1 ethanol. On centrifuge, le culot est repris dans le 
tampon de composition Tris acetate 33 mM pH 7.9, acetate de potassium 62.5mM, acetate de magnesium 1 mM et 
DTT 1mM; le deuxieme brin d' ADNc est synthetise dans un volume de 30 \i\ avec 30 unites de I'enzyme ADN poly- 
merase du phage T4 (Pharmacia) et un melange de 1 mM des quatre desoxynucleotides triphosphates ainsi que deux 

45 unites de la proteine du gene 32 du phage T4 (Pharmacia) pendant une heure a 37°C. On extrait au phenol et on en 
elimine les traces en deposant sur une colonne P10 (Biogel P1 0-200-400 mesh - reference 15011050 - Biorad). 
[0116] La derniere etape consiste a transformer des cellules E. Co// MC 1061 par electroporation de I'ADN recom- 
binant a I' aide d' un appareil Biorad Gene Pulser utilise a 2.5 kV dans les conditions prescrites par le fabricant, puis 
on cultive les bacteries pendant une heure dans du milieu LB de composition 

so bactotryptone 1 0 g/l; extrait de levure 5 g /I; Nacl 1 0 g /I. 

[0117] On determine le nombre de clones independants obtenus en etalant une dilution au 1/1000 erne de la trans- 
formation apres une heure d' incubation sur une boTte de milieu LB additionne de 1 .5 % d' agar (p/v) et de 100 u.g/ml 
d' ampicilline' appele par la suite milieu LB gelose. 
[0118] Le nombre de clones independants obtenus est de 1 million. 

55 

b) Criblage de la banque d' ADNc. 

[0119] La totalite de la banque est etalee sur du milieu gelose (boTtes de Petri de diametre de 150 mm) revetu de 
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membranes Biodyne A (PAUL reference BNNG 132). Apres une nuit a 37°C, les clones sont transferes par contact 
sur de nouvelles membranes . Ces dernieres sont traitees en les deposant sur du papier Wathman 3 MM imbibe des 
solutions suivantes : NaOH 0.5 N, Nad 1.5 M pendant 5 minutes puis Tris HCI 0.5 M pH 8, NaCI 1.5 M pendant 5 
minutes. Apres untraTtement a la proteinase K dans le tampon suivant :Tris HCI 10mM pH8, EDTAIOmM, NaCI50mM, 
5 SDS 0.1%, proteinase K 100|a,g/ml pendant 30 minutes a 37°C. les membranes sont lavees abondamment dans du 
tampon 2 X SSC (sodium citrate NaCI), puis sechees au four sous vide a 80°C pendant 20 minutes. 

c) Prehybridation et hybridation des membranes. 

w [0120] Les membranes sont alorsprehybridees 2 heures a 42°C dans le tampon suivant : 1 M NaCI ; 30%formamide ; 
1% SDS ; 5 X Denhart's ; 100 u.g/ml d' ADN de sperme de saumon. Apres les 2 heures de prehybridation, les mem- 
branes sont hybridees dans le meme tampon avec une concentration de sonde IL-13Ra desouris prepareepar " nick- 
translation" de 2.5 10 6 dpm/ml, pendant 16 heures ensuite. Les membranes sont lavees 2 fois 30 minutes dans le 
tampon 2 x SSC 0.1% SDS a temperature ambiante puis 2 heures a 50°C dans le meme tampon. Apres une nuit d' 

*5 exposition a - 80°C en presence d' un film Kodak X-OMAT, plusieurs clones positifs sont reveles. 

d) Sequengage d'un clone IL-13Ra humain et analyse de la sequence. 

[0121] La sequence estobtenue a I' aide du kit Applied Biosystem (reference 401 628). La sequence nucleiquecom- 
20 pletede I' ADNc de I' IL13Ra et la sequence d' acides amines qui en est deduite sont montrees sur la figure 7. L' ADNc 
a une longueur de 3999 bases en excluant la queue de poly-A et possede une longue region 3' non traduite de 2145 
bases. 

[0122] Un signal canonique de polyadenylation se trouve a la place prevue. Le cadre de lecture ouvert entre les 
nucleotide 34 et 1 851 definit un polypeptide de 427 acides amines. La sequence code pour une proteine membranaire 
25 avec un peptide signal potentiel, et un seul domaine transmembranaire et une courte region intracytoplasmique. 

[0123] 10 sites de glycosilation potentiels sont localises dans la region extracellulaire. II est important de noter que 
deux motifs consensus consideres comme des signatures de la famille des recepteurs de cytokines de type II sont 
aussi presents, le premier etant derive d'une structure en boucle de pont disulfure N- terminal, le second etant le motif 
de type WSXWS localise a I'extremite C-terminale de region extracellulaire. 

30 

EXEMPLE 8 

Analyses de liaison realisees sur des cellules COS-3 ou CHO transferees avec I'ADNc de l'IL-13Ra humain. 

35 [0124] Les cellules CHO transferees avec I'ADNc isolecodant pour l'IL-13Ra lientspecifiquement l'IL-13 marquee. 

[0125] L'analyse de Scatchard de la courbe de saturation montre un seul site composant avec une Kd d'une valeur 

de 4,5±0,4nM et une capacite de liaison maximale de 26000 recepteurs/cellule (fig. 8C et 8G). 

[0126] Les resultats des experiences de co-expression sont montres dans les figures 8D et 8H. 

[0127] L'analyse des resultats de la figure 8C met en evidence que l'IL-13Ra s'exprime bien dans le clone 2036 des 
40 cellules CHO. On peut noter que NL-4R deplace 60 % de la liaison de l'IL-13 dans les cellules CHO cotransfectees 

avec I'ADNc de NL-4R et de l'IL-13Ra (figure 8H) mais en tenant compte d'un Kd de 7,5 nM pour l'IL-1 3Ra on aurait 

10 fois plus de sites IL-13Ra que de sites IL-4R. 

[0128] Les cellules CHO-hlL4R (IL-4Ra humain) exprimantl'h I L-4R transferees avec I'ADNc codant pour l'hlL-13Rcc 

lient specifiquement l'IL-13 marquee. 
45 [0129] L'analyse de Scatchard de la courbe de saturation montre clairement 2 sites composants, I'un de haute affinite 

avec une Kd d'une valeur de 23+8,9 pM et une capacite de liaison maximale de 28000 sites/cellule et, I'autre de basse 

affinite, avec une Kd d'une valeur de 4,2+1 ,4 nM et une capacite de liaison maximale de 1 50000 sites/cellule (fig. 8D). 

[0130] Le deuxieme site caracterise a la meme affinite que l'hlL-1 3Ra (IL-1 3Ra humain) exprime seul et correspond 

aux chaTnes IL-13Roc non associees car exprimees en plus grande quantite que l'hlL-4R. 
so [0131] Ces recepteurs a haute affinite reconstitues en presence des 2 chaTnes hlL-13Rcc et hlL-4R sont capables 

de reconnaTtre les 2 cytokines (fig. 8D et 8H). 

[0132] Ceci est encore plus clair sur les cellules COS/pSE1 co-exprimant les 2 chaTnes hlL-13Roe et hlL-4R en 
quantite comparable ou HL-4 deplace toute la liaison IL-1 3. 

[01 33] L'affinite de l'IL-1 3Rcc humain recombinant est comparable a celle decrite pour le recepteur IL-1 3Rcc de souris 
ss (2-1 On M) (ref 22). 

[0134] Contrairement a la chaTne hlL-13Rp, precedemment decrite, l'IL-13Ra humain ne constitue pas seul un site 
de liaison de haute affinite. 

[0135] L'IL-13Rcc et ML-4R interagissent done dans la membrane cellulaire pour reconstituer un recepteur a haute 
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Activation de proteines STAT par l'IL-13 et l'IL-4 dans les cellules CHO co-exprimant l'hll_-13Ra et l'hll_-4R. 

[0136] Dans les cellules PBMC humaines, l'hll_-4 et l'IL-13 activent 2 tyrosine kinases de la famille des janus, Jak1 
et Jak2 qui phosphorylent un facteur latent de transcription, STAT6. Ce facteur active entre dans le noyau et se lie a 
des elements specifiques dans les promoteurs des genes regules par l'IL-4. 

[0137] Nous avons choisi I'element Ce du promoteur du Ce humain comme sonde dans un test de changement de 
mobilite electrophoretique (EMSA) pour demontrer I'activation par l'IL-1 3 d'un facteur de liaison similaire a STAT6. 
[0138] Les extraits nucleaires des cellules CHO, exprimant l'IL-1 3R seul, NL-4R seul, ou les 2 chaTnes ensemble, 
stimulees avec 1 0Ong/ml d'IL-1 3 ou d'IL-4 pendant 30mn a 37°c, sont incubes avec I'element Ce radiomarque. 
[0139] Les extraits nucleaires des cellules co-exprimant l'hlL-13Ra et l'hlL-4R seul, torment un complexe ayant la 
meme mobilite dans I'EMSA que les cellules soient induites avec l'IL-4 ou l'IL-13 (cf. figure 9). Par contre, avec les 
cellules exprimant I'une ou I'autre chame seule, aucun complexe n'est detecte. 

[0140] Dans les cellules CHO exprimant l'hlL-13Ra et l'hlL-4R, l'IL-13 et l'IL-4 initient done la meme cascade de 
signalisation. 

[01 41] Le clonage de l'IL-1 3R(3 et de l'IL-1 3Ra decrit ici permet d'ameliorer la connaissance des facteurs intervenant 
dans les reponses specifiquement induites par l'IL-13 par rapport aux reponses induites par l'IL-4. II permet en outre 
de disposer d'un outil pour I'etude de la regulation de I'expression du recepteur dans des conditions normales et pa- 
thologiques ou l'IL-13 joue un role cle. 

[0142] Par ailleurs, la disponibilite de I'ADNc permet de faciliter le clonage d'autres proteines necessaires pour la 
reconstitution d'un complexe recepteur I L-4/IL-1 3 et est egalement utile pour la fabrication ou la moderation rationnelle 
de nouveaux medicaments capables d'etre des antagonistes specifiques des activites de l'IL-13. 
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<170> Patentln Ver. 2.1 

30 

<210> 1 
<211> 1298 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

<400> 1 
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ggtgcctgtc ggcggggaga gaggcaatat caaggtttta aatctcggag aaatggcttt 60 
cgtttgcttg gctatcggat gcttatatac ctttctgata agcacaacat ttggctgtac 120 
ttcatcttca gacaccgaga taaaagttaa ccctcctcag gattttgaga tagtggatcc 180 
cggatactta ggttatctct atttgcaatg gcaaccccca ctgtctctgg atcattttaa 240 
ggaatgcaca gtggaatatg aactaaaata ccgaaacatt ggtagtgaaa catggaagac 300 
catcattact aagaatctac attacaaaga tgggtttgat cttaacaagg gcattgaagc 360 
gaagatacac acgcttttac catggcaatg cacaaatgga tcagaagttc aaagttcctg 420 
ggcagaaact acttattgga tatcaccaca aggaattcca gaaactaaag ttcaggatat 480 
ggattgcgta tattacaatt ggcaatafctt aetctgttet tggaaacctg gcataggtgfc 540 
acttcttgat accaattaca acttgtttta ctggtatgag ggcttggatc atgcattaca 600 
gtgtgttgat tacatcaagg ctgatggaca aaatatagga tgcagatttc cctatttgga 660 
ggcatcagac tataaagatt tctatatttg tgttaatgga tcatcagaga acaagcetat 720 
cagatocagt tatttcactt ttcagcttca aaatatagtt aaacctttgc cgccagtcta 780 
tcttactttt actcgggaga gttcatgtga aattaagctg aaatggagca tacctttggg 840 
acctattcca gcaaggtgtt ttgattatga aattgagatc agagaagatg atactacctt 900 
ggtgactgct acagttgaaa atgaaacata caccttgaaa acaacaaatg aaacccgaca 960 
attatgcttt gtagtaagaa gcaaagtgaa tatttattgc tcagatgacg gaatttggag 1020 
tgagtggagt gataaacaat gctgggaagg tgaagaccta tcgaagaaaa ctttgctacg 1080 
tttctggcta ccatttggtt tcatcttaat attagttata tttgtaaccg gtctgctttt 1140 
gcgtaagcca aacacctacc caaaaatgat tccagaattt ttctgtgata catgaagact 1200 
ttccatatca agagacatgg tattgactca acagtttcca gtcatggcca aatgttcaat 1260 
atgagtctca ataaactgaa tttttcttgc gaatgttg 1298 



<210> 2 

<211>380 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 



Met Ala Phe Val Cys Leu Ala lie Gly Cys Leu Tyr Thr Phe Leu He 

15 10 15 

Ser Thr Thr Phe Gly Cys Thr Ser Ser Ser Asp Thr Glu He Lys Val 
20 25 30 

Asn Pro Pro Gin Asp Phe Glu He Val Asp Pro Gly Tyr Leu Gly Tyr 
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35 40 45 

Leu Tyr Leu Gin Trp Gin Pro Pro Leu Ser Leu Asp His Phe Lys Glu 
50 55 60 

Cys Thr Val Glu Tyr Glu Leu Lys Tyr Arg Asn lie Gly Ser Glu Thr 
65 70 75 80 

Trp Lys Thr lie He Thr Lys Asn Leu His Tyr Lys Asp Gly Phe Asp 



Leu Asn Lys Gly lie Glu Ala Lys He His Thr Leu Leu Pro Trp Gin 
100 105 110 

Cys Thr Asn Gly Ser Glu Val Gin Ser Ser Trp Ala Glu Thr Thr Tyr 
115 120 125 

Trp lie Ser Pro Gin Gly He Pro Glu Thr Lys Val Gin Asp Met Asp 
130 135 140 

Cya Val Tyr Tyr Asn Trp Gin Tyr Leu Leu Cys Ser Trp Lys Pro Gly 
145 150 155 160 

He Gly Val Leu Leu Asp Thr Asn Tyr Asn Leu Phe Tyr Trp Tyr Glu 
165 170 175 



Ser Ser Tyr Phe Thr Phe Gin Leu Gin Asn He Val Lys Pro Leu Pro 
225 230 235 240 



Glu Asn Glu Thr Tyr Thr Leu Lys Thr Thr Asn Glu Thr Arg Gin Leu 
290 295 300 

Cys Phe Val Val Arg Ser Lys Val Asn He Tyr cys Ser Asp Asp Gly 
305 310 315 320 

He Trp Ser Glu Trp Ser Asp Lys Gin Cys Trp Glu Gly Glu Asp Leu 
325 330 335 

Ser Lys Lys Thr Leu Leu Arg Phe Trp Leu Pro Phe Gly Phe He Leu 
340 345 350 

lie Leu Val lie Phe Val Thr Gly Leu Leu Leu Arg Lys Pro Asn Thr 
355 360 365 
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Tyr Pro Lys Met He Pro Glu Phe Phe Cys Asp Thr 
370 375 380 

5 <210>3 

<211>4009 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

w <400> 3 

15 
20 
25 
30 



40 



50 
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teagcccggc cgggctccga ggcgagaggc tgcatggagt ggccggcgcg gctctgcggg 60 
ctgtgggcgc tgctgctctg cgccggcggc gggggcgggg gcgggggcgc cgcgcctacg 120 
gaaactcagc cacctgtgac aaatttgagt gtctctgttg aaaacctctg cacagtaata 180 
tggacatgga atccacccga gggagccagc tcaaattgta gtctatggta ttttagtcat 240 
tttggcgaca aacaagataa gaaaatagct ccggaaactc gtcgttcaat agaagtaccc 300 
ctgaatgaga ggatttgtct gcaagtgggg tcccagtgta gcaccaatga gagtgagaag 360 
cctagcattt tggttgaaaa atgcatctca cccccagaag gtgatcctga gtctgctgtg 420 
actgagcttc aatgcatttg gcacaacctg agctacatga agtgttcttg gctccctgga 480 
aggaatacca gtcccgacac taactatact ctctactatt ggcacagaag cctggaaaaa 540 
attcatcaat gtgaaaacat ctttagagaa ggccaatact ttggttgttc ctttgatctg 600 
accaaagtga aggattccag ttttgaacaa cacagtgtcc aaataatggt caaggataat 660 
gcaggaaaaa ttaaaccatc cttcaatata gtgcctctaa cttcccgtgt gaaacctgat 720 
cctccacata ttaaaaacct ctccttccac aatgatgacc tatatgtgca atgggagaat 780 
ccacagaatt ttattagcag atgcctattt tatgaagtag aagtcaataa cagccaaact 840 
gagacacata atgttttcta cgtccaagag gctaaatgtg agaatccaga atttgagaga 900 
aatgtggaga atacatcttg tttcatggtc cctggtgttc ttcctgatac tttgaacaea 960 
gtcagaataa gagtcaaaac aaataagtta tgctatgagg atgacaaact ctggagtaat 1020 
tggagccaag aaatgagtat aggtaagaag cgcaattcca cactctacat aaccatgtta 1080 
ctcattgttc cagtcatcgt cgcaggtgca atcatagtac tcctgcttta cctaaaaagg 1140 
ctcaagatta ttatattccc tccaattcct gatcctggca agatttttaa agaaatgttt 1200 
ggagaccaga atgatgatac tctgcactgg aagaagtacg acatctatga gaagcaaacc 1260 
aaggaggaaa ccgactctgt agtgctgata gaaaacctga agaaagcctc tcagtgatgg 1320 
agataattta tttttacctt cactgtgacc ttgagaagat tcttcccatt ctccatttgt 1380 
tatctgggaa cttattaaat ggaaactgaa actactgcac catttaaaaa caggcagctc 1440 
ataagagcca caggtcttta tgttgagtcg cgcaccgaaa aactaaaaat aatgggcgct 1500 
ttggagaaga gtgtggagtc attctcattg aattataaaa gccagcaggc Ctcaaactag 1560 
gggacaaagc aaaaagtgat gatagtggtg gagttaatct tatcaagagt tgtgacaact 1620 
tcctgaggga tctatacttg ctttgtgttc tttgtgtcaa catgaacaaa ttttatttgt 1680 
aggggaacto atttggggtg caaatgctaa tgtcaaactt gagtcacaaa gaacatgtag 1740 
aaaacaaaat ggataaaatc tgatatgtat tgtttgggat cctattgaac catgtttgtg 1800 
gctattaaaa ctcttttaac agtctgggct gggtccggtg gctcacgcct gtaatcccag 1860 
caatttggga gtccgaggcg ggcggatcac tcgaggtcag gagttccaga ccagcctgac 1920 
caaaatggtg aaacctcctc tctactaaaa ctacaaaaat taactgggtg tggtggcgcg 1980 
tgcctgtaat cccagctact cgggaagctg aggcaggtga attgtttgaa cctgggaggt 2040 
ggaggttgca gtgagcagag atcacaccac tgcactctag cctgggtgac agagcaagac 2100 
tctgtctaaa aaacaaaaca aaacaaaaca aaacaaaaaa acctcttaat attctggagt 2160 
eatcattccc ttcgacagca ttttcctctg ctttgaaagc cccagaaatc agtgttggcc 2220 
atgatgacaa ctacagaaaa accagaggca gcttctttgc caagaccttt caaagccatt 2280 
ttaggctgtt aggggcagtg gaggtagaat gactccttgg gtattagagt ttcaaccatg 2340 
aagtctctaa caatgtattt tcttcacctc tgctactcaa gtagcattta ctgtgtcttt 2400 
ggtttgtgct aggcccccgg gtgtgaagca cagacccctt ccaggggttt acagtctatt 2460 
tgagactcct cagttcttgc cacttttttt tttaatctcc accagtcatt tttcagacct 2520 
tttaactcct caattccaac actgatttcc ccttttgcat tctccctcct tcccttcctt 2580 
gtagcctttt gactttcatt ggaaattagg atgtaaatct gctcaggaga cctggaggag 2640 
cagaggataa ttagcatctc aggttaagtg tgagtaatct gagaaacaat gactaattct 2700 
tgcatatttt gtaacttcca tgtgagggCt ttcagcattg atatttgtgc attttctaaa 2760 
cagagatgag gtggtatctt cacgtagaac attggtattc gcttgagaaa aaaagaatag 2820 
ttgaacctat ttctctttct ttacaagatg ggtccaggat tcctcttttc tctgccataa 2880 
atgattaatt aaatagcttt tgtgtcttac attggtagcc agccagccaa ggctctgttt 2940 
atgcttttgg ggggcatata ttgggttcca ttctcaccta tccacacaac atatccgtat 3000 
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atatcccctc tactcttact tcccccaaat ttaaagaagt atgggaaatg agaggcattt 3060 
cccccacccc atttctctcc tcacacacag actcatatta ctggtaggaa cttgagaact 3120 
ttatttccaa gttgttcaaa catttaccaa tcatattaat acaatgatgc tatttgcaat 3180 
tcctgctcct aggggagggg agataagaaa ccctcactct ctacaggttt gggtacaagt 3240 
ggcaacctgc ttccatggcc gtgtagaagc atggtgccct ggcttctctg aggaagctgg 3300 
ggttcatgac aatggcagat gtaaagttat tcttgaagtc agattgaggc tgggagacag 3360 
ccgtagtaga tgttctactt tgttctgctg ttctctagaa agaatatttg gttttectgt 3420 
ataggaatga gattaattcc tttccaggta ttttataatt ctgggaagca aaacccatgc 3480 
ctccccctag ccatttttac tgttatccta tttagatggc catgaagagg atgctgtgaa 3S40 
attcccaaca aacattgatg ctgacagtca tgcagtctgg gagtggggaa gtgatctttt 3600 
gttcccatcc tcttctttta gcagtaaaat agctgaggga aaagggaggg aaaaggaagt 3660 
tatgggaata cctgtggtgg ttgtgatccc taggtcttgg gagctcttgg aggtgtctgt 3720 
atcagtggafc ttcceatccc ctgtgggaaa ttagtaggct catttactgt tttaggteta 3780 
gcctatgtgg attttttcct aacataccta agcaaaccca gtgtcaggat ggtaattctt 3840 
attctttcgt tcagttaagt ttttcccttc atctgggcac tgaagggata tgtgaaacaa 3900 
tgttaacatt tttggtagtc ttcaaccagg gattgtttct gtttaacttc ttataggaaa 3960 
gcttgagtaa aataaatatt gtetttttgt atgtcaccca aaaaaaaaa 4009 



<210> 4 

<211>427 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 
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Met Glu Trp Pro Ala Arg Leu Cys Gly Leu Tip Ala Leu Leu Leu Cys 
15 10 IS 

Ala Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ala Ala Pro Thr Glu Thr Gin 
20 25 30 

Pro Pro Val Thr Asn Leu Ser Val Ser Val Glu Asn Leu Cys Thr Val 
35 40 45 

He Trp Thr Trp Asn Pro Pro Glu Gly Ala Ser Ser Asn Cys Ser Leu 
50 55 60 

Trp Tyr Phe Ser Hie Phe Gly Asp Lys Gin Asp Lys Lys He Ala Pro 
65 70 75 80 

Glu Thr Arg Arg Ser He Glu Val Pro Leu Asn Glu Arg He Cys Leu 
85 90 95 



Gin Val Gly Ser Gin Cys Ser Thr 
100 

Leu Val Glu Lys Cys He Ser Pro 
115 120 



Asn Glu Ser Glu Lys Pro Ser He 
105 110 

Pro Glu Gly Asp Pro Glu Ser Ala 
125 



Val Thr Glu Leu Gin Cys He Trp His Asn Leu Ser Tyr Met Lys Cys 
130 135 140 

Ser Trp Leu Pro Gly Arg Asn Thr Ser Pro Asp Thr Asn Tyr Thr Leu 
145 150 155 160 

Tyr' Tyr Trp His Arg Ser Leu Glu Lys He His Gin Cys Glu Asn He 
165 170 175 

Phe Arg Glu Gly Gin Tyr Phe Gly Cys Ser Phe Asp Leu Thr Lys Val 
180 185 190 



24 



EP 0 876 482 B1 



Lys Asp Ser Ser Phe Glu Gin His Ser Val Gin lie Met Val Lys Asp 

195 200 205 

Asn Ala Gly Lys lie Lys Pro Ser Phe Asn lie Val Pro Leu Thr Ser 
210 215 220 

Arg Val Lys Pro Asp Pro Pro His He Lys Asn Leu Ser Phe His Asn 
225 230 235 240 

Asp Asp Leu Tyr Val Gin Trp Glu Asn Pro Gin Asn Phe lie Ser Arg 
245 250 255 

Cys Leu Phe Tyr Glu Val Glu Val Asn Asn Ser Gin Thr Glu Thr His 
260 265 270 

Asn Val Phe Tyr Val Gin Glu Ala Lys Cys Glu Asn Pro Glu Phe Glu 
275 280 285 

Arg Asn Val Glu Asn Thr Ser Cys Phe Met Val Pro Gly Val Leu Pro 
290 295 300 

Asp Thr Leu Asn Thr Val Arg He Arg Val Lys Thr Asn Lys Leu Cys 
305 310 315 320 

Tyr Glu Asp Asp Lys Leu Trp Ser Asn Trp Ser Gin Glu Met Ser lie 

325 330 335 

Gly Lys Lys Arg Asn Ser Thr Leu Tyr He Thr Met Leu Leu He Val 
340 345 350 

Pro Val He Val Ala Gly Ala He He Val Leu Leu Leu Tyr Leu Lys 
355 360 365 

Arg Leu Lys He He He Phe Pro Pro He Pro Asp Pro Gly Lys He 

370 375 380 

Phe Lys Glu Met Phe Gly Asp Gin Asn Asp Asp Thr Leu His Trp Lys 
385 390 395 400 

Lys Tyr Asp He Tyr Glu Lys Gin Thr Lys Glu Glu Thr Asp Ser Val 
405 410 415 

val Leu He Glu Asn Leu Lys Lys Ala Ser Gin 
420 425 



Revendications 



1 . Polypeptide purifie, comprenant une sequence d'acides amines choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 2, 

b) toute sequence derivee de SEQ ID n° 2 et capable dese lierspecifiquement a NL-13 et/ou de participer a 
la transduction du signal specif iquement produitpar NL-13 au niveau de la membrane cellulaire, et/ou capable 
d'interagir avec le recepteur specifique de NL-4 (IL-4R/gp 140) pour former un complexe capable de lier NL- 
4 et NL-13. 
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2. Polypeptide selon la revendication 1 , caracterise en cequ'il comprend la sequence d'acides amines SEQ ID n° 2. 

3. Polypeptide selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il s'agit d'une forme variante du polypeptide de se- 
quence SEQ ID n°2 dans laquelle les 8 residus C-terminaux sont substitues par les 6 residus suivants : VRCVTL. 

4. Polypeptide selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il s'agit d'une forme soluble s'etendant jusqu'au residu 
343. 

5. Polypeptide selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il s'agit d'une forme soluble s'etendant jusqu'au residu 
337. 

6. Sequence d'acides nucleiques isolee codant pour un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 5. 

7. Sequence d'acides nucleiques isolee selon la revendication 6, caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 1 , 

b) les sequences d'acides nucleiques capables de s'hybrider a la sequence SEQ ID n° 1 et codant pour un 
polypeptide ayant une activite de recepteur p de l'IL-13, 

c) les sequences d'acides nucleiques derivees des sequences a) et b) du fait de la degenerescence du code 
genetique. 

8. Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 7, caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constituee 
par I'enchaTnement de nucleotides s'etendant du nucleotide n° 1 jusqu'au nucleotide 1081 , et preferentiellement 
jusqu'au nucleotide 1 063 sur la sequence SEQ ID n° 1 . 

9. Polypeptide purifie, comprenant une sequence d'acides amines choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 4, 

b) toute sequence derivee de SEQ ID n°4 et capable de se lier specifiquement a IL A3 et/ou de participer a 
la transduction du signal specifiquement produit par l'IL-13 au niveau de la membrane cellulaire, et/ou capable 
d'interagir avec le recepteur specifique de l'IL-4 (IL-4R/gp 140) pour former un complexe capable de lier I'lL- 
4 et l'IL-13. 

10. Polypeptide selon la revendication 9, caracterise en cequ'il comprend la sequence d'acides amines SEQ ID n° 4. 

11. Polypeptide selon la revendication 10, caracterise en cequ'il s'agit d'une forme soluble s'etendant jusqu'au residu 
343 et preferentiellement jusqu'aux residus compris entre 336 et 342. 

12. Sequence d'acides nucleiques isolee codant pour un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 9 a 1 1 . 

13. Sequence d'acides nucleiques isolee selon la revendication 12, caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 3, 

b) les sequences d'acides nucleiques capables de s'hybrider a la sequence SEQ ID n° 3 et codant pour un 
polypeptide ayant une activite de recepteur a de l'IL-13, 

c) les sequences d'acides nucleiques derivees des sequences a) et b) du fait de la degenerescence du code 
genetique. 

14. Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 13, caracterise en ce qu'elle comprend ou est constituee 
par I'enchaTnement de nucleotides s'etendant du nucleotide n° 1 jusqu'au nucleotide 1059, et preferentiellement 
jusqu'aux nucleotides compris entre 1041 et 1056 sur la sequence SEQ ID n° 3. 

15. Vecteur de clonage et/ou d'expression contenant une sequence d'acides nucleiques selon I'une quelconque des 
revendications 6 a 8 et 12 a 14. 

16. Vecteur selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il s'agit du plasmide PSE-1 . 

17. Cellule note transfectee par un vecteur selon la revendication 15 ou 16. 
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18. Cellule hote transfectee selon la revendication 1 7, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule de la lignee COS- 
7, COS-3 ou CHO. 

19. Sonde nucleotidique hybridant specif iquement avec Tune quelconque des sequences selon les revendications 6 
a 8, leurs sequences complementaires ou les ARN messagers correspondents, caracterisee en ce qu'elle com- 
prend I'integralite de la sequence SEQ ID n° 1 ou de son brin complementaire. 

20. Sonde nucleotidique hybridant specifiquement avec I'une quelconque des sequences selon les revendications 12 
a 14, leurs sequences complementaires ou les ARN messagers correspondants, caracterise en ce qu'elle com- 
prend I'integralite de la SEQ ID n° 3 ou de son brin complementaire. 

21 . Utilisation d'une sonde comportant au moins 1 0 nucleotides hybridant specifiquement dans des conditions de forte 
stringence avec I'une quelconque des sequences selon les revendications 6 a 8, leurs sequences complementaires 
ou les ARN messagers correspondants, pour la detection in vitro de transcripts specifiques des polypeptides selon 
les revendications 1 a 5. 

22. Utilisation d'une sonde comportant au moins 1 0 nucleotides hybridant specifiquement dans des conditions de forte 
stringence avec I'une quelconque des sequences selon les revendications 12 a 14, leurs sequences complemen- 
taires ou les ARN messagers correspondants, pour la detection in vitro de transcripts specifiques des polypeptides 
selon les revendications 9 a 11 . 

23. Sequence antisens capable d'inhiber, au moins partiellement, la production de polypeptides selon I'une quelconque 
des revendications 5 et 9 a 11 , caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi les sequences constituant le cadre 
de lecture codant pour un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 5 et 9 a 11 au niveau du 
transcript. 

24. Utilisation d'une sequence selon I'une quelconque des revendications 6 a 8 et 12 a 14. pour la realisation de 
sondes nucleotidiques de diagnostic ou de sequences antisens utilisables en therapie genique. 

25. Utilisation d'une sonde telle que decrite dans I'une quelconque des revendications 1 9 a 22, comme outil de dia- 
gnostic in vitro pour la detection, par hybridation, des sequences d'acides nucleiques codant pour un polypeptide 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 5 ou 9 a 1 1 , dans des echantillons biologiques, ou pour la mise en 
evidence de syntheses aberrantes ou d'anomalies genetiques telles que la perte d'heterozygotie ou le rearrange- 
ment genetique. 

26. Utilisation d'une sonde telle que decrite dans I'une quelconque des revendications 19 a 22, pour la detection 
d'anomalies chromosomiques. 

27. Methode de diagnostic in vitro pour la detection de syntheses aberrantes ou d'anomalies genetiques au niveau 
des sequences d'acides nucleiques codant pour un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 5 
ou 9 a 11 , caracterisee en ce qu'elle comprend : 

la mise en contact d'une sonde nucleotidique telle que decrite dans I'une quelconque des revendications 1 9 
a 22 avec un echantillon biologique dans des conditions permettant la formation d'un complexe d'hybridation 
entre ladite sonde et la susdite sequence nucleotidique, eventuellement apres une etape prealable d'amplifi- 
cation de la susdite sequence nucleotidique ; 
la detection du complexe d'hybridation eventuellement forme ; 

eventuellement le sequengage de la sequence nucleotidique formant le complexe d'hybridation avec la sonde 
de I'invention. 

28. Utilisation d'une sequence d'acides nucleiques selon I'une quelconque des revendications 6 a 8 et 12 a 14, pour 
la production d'un polypeptide recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 a 5 et 9 a 11 . 

29. Methode de production d'un polypeptide recombinant recepteur de l'IL-13, caracterisee en ce que Ton cultive 
des cellules transfectees selon la revendication 17 ou 18 dans des conditions permettant I'expression d'un poly- 
peptide recombinant de sequence SEQ ID n° 2 ou de sequence SEQ ID n° 4 derivee, et que I'on recupere ledit 
polypeptide recombinant. 
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30. Anticorps mono ou polyclonaux, anticorps conjugues, ou leur fragments, caracterises en ce qu'ils sont capables 
de reconnaTtre specifiquement un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 5 et 9 a 11 . 

31. Utilisation des anticorps selon la revendication precedents, pour la purification ou la detection d'un polypeptide 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 5 et 9 a 11 dans un echantillon biologique. 

32. Procede de diagnostic in vitro de pathologies correlees a une expression anormale du recepteur de l'IL-1 3, a partir 
de prelevements biologiques susceptibles de contenir le recepteur de l'IL-1 3 exprime a un taux anormal, carac- 
terise en ce que Ton met en contact au moins un anticorps selon la revendication 30 avec ledit prelevement 
biologique, dans des conditions permettant la formation eventuelle de complexes immunologiques specifiques 
entre le recepteur de l'IL-1 3 et le ou lesdits anticorps et en ce que I on detecte les complexes immunologiques 
specifiques eventuellement formes. 

33. Kit pour le diagnostic in vitro d'une expression anormale du recepteur de l'IL-1 3 dans un prelevement biologique 
et/ou pour la mesure du taux d'expression du recepteur de l'IL-13 dans ledit prelevement comprenant : 

au moins un anticorps specifique du recepteur de l'IL-13 selon la revendication 30, eventuellement fixe sur 
un support, 

des moyens de revelation de la formation de complexes antigenes/anticorps specifiques entre le recepteur 
de l'IL-13 et ledit anticorps et/ou des moyens de quantification de ces complexes. 

34. Methode pour I'identification et/ou I'isolement de polypeptides selon la revendication 1 ou 9, ou d'agents capables 
de moduler leur activite, caracterisee en ce que I'on met en contact un compose ou un melange contenant dif- 
ferents composes, eventuellement non-identifies, avec des cellules exprimant a leur surface un polypeptide selon 
la revendication 1 ou 9, dans des conditions permettant I'interaction entre le polypeptide et ledit compose dans le 
cas oil celui-ci possederait une affinite pour le polypeptide, et en ce que I'on detecte et/ou isole les composes lies 
au polypeptide ou ceux capables d'en moduler I'activite biologique. 

35. Composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5 ou 9 a 11 . 

36. Composition pharmaceutique selon la revendication precedente, caracterisee en ce qu'elle comprend un poly- 
peptide selon I'une quelconque des revendications 4, 5 ou 10. 

37. Utilisation d'un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, pour le criblage d'agents capables 
de moduler I'activite de l'IL-1 3Rp. 

38. Utilisation d'un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 9 a 11 , pour le criblage d'agents capables 
de moduler I'activite de l'IL-1 3Ra. 

39. Utilisation d'un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, pour la fabrication de produits capa- 
bles de moduler I'activite de l'IL-1 3Rp. 

40. Utilisation d'un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 9 a 11 , pour la fabrication de produits ca- 
pables de moduler I'activite de l'IL-1 3Roe. 

41 . Utilisation d'un polypeptide selon la revendication 4, 5 ou 1 0 pour la synthese d'un medicament destine au traite- 
ment des conditions sensible a un effet antagoniste de l'IL-13 antagoniste de l'IL-13. 

42. Utilisation d'un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 5 ou 9 a 11 pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique utile pour la regularisation des mecanismes immunologiques et inflammatoires pro- 
duits par l'IL-13. 



Patentanspruche 

1. Gereinigtes Polypeptid umfassend eine Aminosauresequenz ausgewahlt aus: 
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a) der Sequenz SEQ ID Nr. 2, 

b) jede von SEQ ID Nr. 2 abgeleitete Sequenz, die dazu in der Lage ist. sich spezifisch an IL-13 zu binden 
und/oder an der Transduktion des durch IL-13 spezifisch gebildeten Signals im Bereich der Zellmembran 
teilzunehmen und/oder mit dem spezifischen Rezeptor von IL-4 (IL-4R/gp 140) in Wechselwirkung zu treten 
zur Bildung eines Komplexes, der dazu in der Lage ist, IL-4 und IL-13 zu binden. 

2. Polypeptid nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 enthalt. 



3. Polypeptid nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es sich um eine Variante des Polypeptids der Se- 
10 quenz SEQ ID Nr. 2 handelt bei der die 8 C-terminalen Reste durch die folgenden 6 Reste substituiert sind: 

VRCVTL. 

4. Polypeptid nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es sich um eine losliche Form handelt, die sich bis 
zu dem Rest 343 erstreckt. 

15 

5. Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um eine losliche form handelt, die sich bis 
zu dem Rest 337 erstreckt. 

6. Isolierte Nucleinsauresequenz, die fur ein Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 5 codiert. 

20 

7. Isolierte Nucleinsauresequenz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB sie ausgewahlt ist aus: 



a) der Sequenz SEQ ID Nr. 1 . 

b) Nucleinsauresequenzen. die dazu in der Lage sind, mit der Sequenz SEQ ID Nr. 1 zu hybridisieren und die 
fur ein Polypeptid codieren, das eine p-Rezeptor-Aktivitat fur IL-13 aufweist, 

c) die von den Sequenzen a) und b) als Folge der Degenerierung des genetischen Codes abgeleiteten Nu- 
cleinsauresequenzen. 



8. Nucleinsauresequenz nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB sie umfaBt oder gebildet ist durch die 
30 Nucleotidkette, die sich vom Nucleotid Nr. 1 bis zu dem Nucleotid 1081 und vorzugsweise bis zu dem Nucleotid 

1063 der Sequenz SEQ ID Nr. 1 erstreckt. 



9. Gereinigtes Polypeptid umfassend eine Aminosauresequenz ausgewahlt aus: 



35 a) der Sequenz SEQ ID Nr. 4, 

b) jede von SEQ ID Nr. 4 abgeleitete Sequenz, die dazu in der Lage ist. sich spezifisch an IL-13 zu binden 
und/oder an der Transduktion des von IL-13 spezifisch erzeugten Signals im Bereich der Zellmembran teilzu- 
nehmen und/oder mit dem spezifischen Rezeptor fur IL-4 (IL-4R/gp 140) in Wechselwirkung zu treten unter 
Bildung eines Komplexes, der dazu in der Lage ist, IL-4 und IL-1 3 zu binden. 

40 

10. Polypeptid nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB es die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 4 umfaBt. 

1 1 . Polypeptid nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um eine losliche Form handelt, die sich bis 
zu dem Rest 343 und vorzugsweise bis zu den Resten zwischen 336 und 342 erstreckt. 

12. Isolierte Nucleinsauresequenz codierend fur ein Polypeptid nach einem der Anspruche 9 bis 11 . 

13. Isolierte Nucleinsauresequenz nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB sie ausgewahlt ist aus: 



a) der Sequenz SEQ ID Nr. 3, 

b) Nucleinsauresequenzen, die in der Lage sind, mit der Sequenz SEQ ID Nr. 3 zu hybridisieren und fur ein 
Polypeptid mit einer oe-Rezeptor-Aktivitat fur IL-13 zu codieren, 

c) von den Sequenzen a) und b) als Folge der Degenerierung des genetischen Codes abgeleitete Nuclein- 
sauresequenzen. 

14. Nucleinsauresequenz nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB sie umfaBt oder gebildet ist durch eine 
Nucleotidkette, die sich von dem Nucleotid Nr. 1 bis zu dem Nucleotid 1 059 und vorzugsweise bis zu Nucleotiden 
zwischen 1041 und 1056 de Sequenz SEQ ID Nr. 3 erstrecken. 
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15. Klonierungs- und/oder Expressionsvektor enthaltend eine Nucleinsauresequenz nach einem der Anspruche 6 bis 
8 und 12 bis 14. 

16. Vektor nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um das Plasmid PSE-1 handelt. 

17. Wirtszelle, die mit einem Vektor nach Anspruch 15 oder 1 6 transfiziert ist. 

18. Transfizierte Wirtszelle nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um eine Zelle der Linie COS- 
7, COS-3 oder CHO handelt. 

19. Nucleotidsonde, die spezifisch hybridisiert mit irgendeiner der Sequenzen nach den Anspruchen 6 bis 8, deren 
komplementaren Sequenzen oder entsprechenden Messenger-RNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie die voll- 
standige Sequenz SEQ ID Nr. 1 oder ihren komplementaren Strang umfaBt. 

20. Nucleotidsonde, die spezifisch hybridisiert mit irgendeiner der Sequenzen nach den Anspruchen 12 bis 14, deren 
komplementaren Sequenzen oder entsprechenden Messenger-RNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie die voll- 
standige SEQ ID Nr. 3 oder ihren komplementaren Strang umfaBt. 

21 . Verwendung einer Sonde, die mindestens 1 0 Nucleotide aufweist, die spezifisch unter den Bedingungen der star- 
ken Stringenz mit irgendeiner der Sequenzen nach den Anspruchen 6 bis 8, deren komplementaren Sequenzen 
oder entsprechenden Messenger-RNA hybridisiert, zum in Wfro-Nachweis von spezifischen Transkripten von Po- 
lypeptiden nach den Anspruchen 1 bis 5. 

22. Verwendung einer Sonde, die mindestens 10 Nucleotide enthalt, die spezifisch unter den Bedingungen derstarken 
Stringenz mit irgendeiner der Sequenzen nach den Anspruchen 12 bis 14, deren komplementaren Sequenzen 
oder entsprechenden Messenger-RNA hybridisiert zum in v/fro-Nachweis von spezifischen Transkripten von Po- 
lypeptiden nach den Anspruchen 9 bis 11 . 

23. Antisens-Sequenz, die dazu in der Lage ist, mindestens teilweise die Bildung von Polypeptiden nach einem der 
Anspruche 5 bis 9 und 11 zu inhibieren, dadurch gekennzeichnet, daB sie aus Sequenzen ausgewahlt ist, welche 
den Leserahmen bilden, der fur ein Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 5 und 9 bis 11 im Bereich der 
Transkription codiert. 

24. Verwendung einer Sequenz nach einem der Anspruche 6 bis 8 und 12 bis 14 fur die Erzeugung von diagnostischen 
Nucleotidsonden oder von Antisens-Sequenzen, die in der Gentherapie eingesetzt werden konnen. 

25. Verwendung einer Sonde nach irgendeinem der Anspruche 1 9 bis 22 als diagnostisches Werkzeug in v/frofurden 
Nachweis durch Hybridisierung von Nucleinsauresequenzen. die fur ein Polypeptid nach einem der Anspruche 1 
bis 5 oder 9 bis 11 codieren, in biologischen Proben oder fur den Nachweis von Fehlsynthesen oder genetischen 
Anomalien, wie den Verlust der Heterozygotie oder der genetischen Umlagerung. 

26. Verwendung einer Sonde, wie sie in irgendeinem der Anspruche 1 9 bis 22 beschrieben ist, fur den Nachweis von 
Chromosomen-Anomalien. 

27. in v/fra-Diagnosemethode zum Nachweis von Fehlsynthesen oder genetischen Anomalien im Bereich von Nu- 
cleinsauresequenzen, die fur ein Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 5 oder 9 bis 11 codieren, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie umfaBt: 

Inkontaktbringen einer Nucleotidsonde, wie sie in irgendeinem der Anspruche 1 9 bis 22 beschrieben ist, mit 
einer biologischen Probe unter Bedingungen, welche die Bildung eines Hybridisierungskomplexes zwischen 
der Sonde und der genannten Nucleotidsequenz ermoglichen, gegebenenfalls nach einer vorausgehenden 
Stufe der Vermehrung der Nucleotidsequenz; 
Nachweis des gegebenenfalls gebildeten Hybridisierungskomplexes; 

gegebenenfalls Sequenzierung der Nucleotidsequenz, welche den Hybridisierungskomplex bildet mit der er- 
findungsgemaBen Sonde. 

28. Verwendung einer Nucleinsauresequenz nach irgendeinem der Anspruche 6 bis 8 und 12 bis 14furdieHerstellung 
eines rekombinanten Polypeptids nach irgendeinem der Anspruche 1 bis 5 und 9 bis 11 . 
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29. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Rezeptor-Polypeptids fur IL-13, dadurch gekennzeichnet, daB 
man nach Anspruch 17 oder 18 transfizierte Zellen unter Bedingungen zuchtet, welche die Expression eines re- 
kombinanten Polypeptids der Sequenz ID Nr. 2 oder der davon abgeleiteten Sequenz SEQ ID Nr. 4 ermbglicht, 
und Gewinnen des genannten rekombinanten Polypeptids. 

30. Mono- oder polyclonal Antikorper, konjugierte Antikorper oder deren Fragmente, dadurch gekennzeichnet, daB 

sie dazu in der Lage sind, spezifisch ein Polypeptid nach irgendeinem der Anspruche 1 bis 5 und 9 bis 11 zu 
erkennen. 

31. Verwendung der Antikorper nach dem vorhergehenden Anspruch fur die Reinigung oder den Nachweis eines 
Polypeptids nach einem der Anspruche 1 bis 5 und 9 bis 11 in einer biologischen Probe. 

32. in vitro- Verfahren zur Diagnose von pathologischen Zustanden, die mit einer anormalen Expression des IL-13-Re- 
zeptors verkniipft sind, ausgehend von entnommenen biologischen Proben, welche den in einem anormalen Aus- 
maB exprimierten IL-13-Rezeptor enthalten konnen, dadurch gekennzeichnet, daB man mindestens einen An- 
tikorper nach Anspruch 30 mit der entnommenen biologischen Probe unter Bedingungen in Kontakt bringt, welche 
die eventuelle Bildung von spezifischen immunologischen Komplexen zwischen dem IL-13-Rezeptor und dem 
oder den Antikorpern ermoglichen, und man die gegebenenfalls gebildeten spezifischen immunologischen Kom- 
plexe nachweist. 

33. Kit fur die in v/fro-Diagnose einer anormalen Expression des IL-13-Rezeptors in einer entnommenen biologischen 
Probe und/oder fur die Bestimmung des AusmaBes der Expression des IL-13-Rezeptors in der entnommenen 
Probe, umfassend: 

mindestens einen spezifischen Antikorper fur den IL-13-Rezeptor nach Anspruch 30, der gegebenenfalls an 
einen Trager gebunden ist, 

Mittel zum Nachweis der Bildung von spezifischen Antlgen/Antikorper-Komplexen zwischen dem IL-13-Re- 
zeptor und den Antikorpern und/oder Mittel zur quantitativen Bestimmung dieser Komplexe. 

34. Verfahren zur Identifizierung und/oder Isolierung der Polypeptide nach Anspruch 1 oder 9 oder von Mitteln zur 
Modulierung ihrer Aktivitat, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Verbindung oder eine Mischung, die ver- 
schiedene, gegebenenfalls nicht identifizierte Verbindungen enthalt, mit Zellen, die an ihrer Oberflache ein Poly- 
peptid nach Anspruch 1 oder 9 exprimieren, unter Bedingungen in Kontakt bringt, welche eine Wechselwirkung 
zwischen dem Polypeptid und der Verbindung in dem Fall, da diese eine Affinitat fur das Polypeptid aufweist, 
ermoglichen und man die an das Polypeptid gebundenen Verbindungen oder welche dazu in der Lage sind, deren 
biologische Aktivitat zu modulieren, nachweist und/oder isoliert. 

35. Pharmazeutische Zubereitung umfassend als Wirkstoff ein Polypeptid nach irgendeinem der Anspruche 1 bis 5 
oder 9 bis 11 . 

36. Pharmazeutische Zubereitung nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein Po- 
lypeptid nach irgendeinem der Anspruche 4, 5 oder 1 0 umfaBt. 

37. Verwendung eines Polypeptids nach irgendeinem der Anspruche 1 bis 5 fur die Trennung von Mitteln, welche die 
Aktivitat von IL-1 3Rp zu modulieren in der Lage sind. 

38. Verwendung eines Polypeptids nach irgendeinem der Anspruche 9 bis 1 1 zur Trennung von Mitteln, die zur Mo- 
dulierung der Aktivitat von IL-13Ra in der Lage sind. 

39. Verwendung eines Polypeptids nach irgendeinem der Anspruche 1 bis 5 fur die Herstellung von Produkten, die 
fur die Modulierung der Aktivitat von IL-1 3R(3 geeignet sind. 

40. Verwendung eines Polypeptids nach irgendeinem der Anspruche 9 bis 11 fur die Herstellung von Produkten, die 
fur die Modulierung der Aktivitat von IL-13Ra geeignet sind. 

41 . Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 4, 5 oder 1 0 fur die Synthese eines Arzneimittels zur Behandlung 
von Zustanden. die gegeniiber einem antagonistischen Effekt von IL-13 empfindlich sind. 
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42. Verwendung eines Polypeptids nach irgendeinem der Anspruche 1 bis 5 oder 9 bis 11 fur die Herstellung einer 
pharmazeutischen Zubereitung zur Regulierung der immunologischen und inflammatorischen Mechanismen, die 
von IL-13 verursacht worden sind. 



Claims 

1 . Purified polypeptide comprising an amino acid sequence selected from among: 

(a) the sequence SEQ ID No. 2, 

(b) any sequence derived from SEQ ID No. 2 and capable of binding specifically to IL-13 and/or of participating 
in the transduction of the signal specifically produced by IL-13 at the cell membrane, and/or capable of inter- 
acting with the specific receptor for IL-4 (IL-4R/gp 140) to form a complex capable of binding IL-4 and IL-13. 

2. Polypeptide according to claim 1 , characterised in that it comprises the amino acid sequence SEQ ID No. 2. 

3. Polypeptide according to claim 1 , characterised in that it is a variant form of the polypeptide of sequence SEQ 
ID No. 2 wherein the 8 C-terminal residues are substituted by the following 6 residues: VRCVTL. 

4. Polypeptide according to claim 1 , characterised in that it is a soluble form extending up to residue 343. 

5. Polypeptide according to claim 1 , characterised in that it is a soluble form extending up to residue 337. 

6. Isolated nucleic acid sequence coding for a polypeptide according to any one of claims 1 to 5. 

7. Isolated nucleic acid sequence according to claim 6, characterised in that it is selected from among 

(a) the sequence SEQ ID No. 1 , 

(b) the nucleic acid sequences capable of hybridising with the sequence SEQ ID No. 1 and coding for a polypep- 
tide having an IL-13 p-receptor activity, 

(c) the nucleic acid sequences derived from sequences a) and b) as a result of the breakdown of the genetic 
code. 

8. Nucleic acid sequence according to claim 7, characterised in that it comprises or consists of a series of nucleotides 
extending from nucleotide no. 1 to nucleotide 1081 , and preferably to nucleotide 1063 on the sequence SEQ ID 
No. 1. 

9. Purified polypeptide, comprising an amino acid sequence selected from among: 

a) the sequence SEQ ID No. 4, 

b) any sequence derived from SEQ ID No. 4 and capable of binding specifically to IL-13 and/or of participating 
in the transduction of the signal specifically produced by IL-13 at the cell membrane, and/or capable of inter- 
acting with the receptor specific for IL-4 (IL-4R/gp 140) to form a complex capable of binding IL-4 and IL-13. 

10. Polypeptide according to claim 9, characterised in that it comprises the amino acid sequence SEQ ID No. 4. 

11. Polypeptide according to claim 10, characterised in that it is a soluble form extending up to residue 343 and 
preferably up to the residues between 336 and 342. 

12. Isolated nucleic acid sequence coding for a polypeptide according to any one of claims 9 to 11 . 

13. Isolated nucleic acid sequence according to claim 12, characterised in that it is selected from among: 

(a) the sequence SEQ ID No. 3, 

(b) the nucleic acid sequences capable of hybridising with the sequence SEQ ID No. 3 and coding for a polypep- 
tide having an IL-13 a-receptor activity, 

(c) the nucleic acid sequences derived from sequences a) and b) as a result of the breakdown of the genetic 
code. 
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14. Nucleic acid sequence according to claim 13, characterised in that it comprises or consists of a series of nucle- 
otides extending from nucleotide no. 1 to nucleotide 1059, and preferably to the nucleotides between 1041 and 
1056 on the sequence SEQ ID No. 3. 

15. Cloning and/or expression vector containing a sequence of nucleic acids according to any one of claims 6 to 8 
and 12 to 14. 

16. Vector according to claim 15, characterised in that it is the plasmid PSE-1 . 

17. Host cell transfected by a vector according to claim 15 or 16. 

18. Transfected host cell according to claim 17, characterised in that it is a cell of the line COS-7, COS-3 or CHO. 

19. Nucleotide probe hybridising specifically with any one of the sequences according to claims 6 to 8, the comple- 
mentary sequences thereof or the corresponding messenger RNAs, characterised in that it includes the entire 
sequence SEQ ID No. 1 or the complementary strand thereof. 

20. Nucleotide probe hybridising specifically with any one of the sequences according to claims 1 2 to 1 4, the comple- 
mentary sequences thereof or the corresponding messenger RNAs, characterised in that it includes the entire 
sequence SEQ ID No. 3 or the complementary strand thereof. 

21. Use of a probe comprising at least 10 nucleotides hybridising specifically under highly stringent conditions with 
any one of the sequences according to claims 6 to 8, the complementary sequences thereof or the corresponding 
messenger RNAs, for in vitro detection of specific transcripts of the polypeptides according to claims 1 to 5. 

22. Use of a probe comprising at least 10 nucleotides hybridising specifically under highly stringent conditions with 
any one of the sequences according to claims 1 2 to 1 4, the complementary sequences thereof orthe corresponding 
messenger RNAs, for in vitro detection of specific transcripts of the polypeptides according to claims 9 to 11 . 

23. Antisense sequence capable of at least partially inhibiting the production of polypeptides according to any one of 
claims 5 and 9 to 11 , characterised in that it is selected from among the sequences that constitute the reading 
frame coding for a polypeptide according to any one of claims 1 to 5 and 9 to 11 at the transcription level. 

24. Use of a sequence according to any one of claims 6 to 8 and 1 2 to 1 4, for producing diagnostic nucleotide probes 
or antisense sequences which can be used in gene therapy. 

25. Use of a probe as described in any one of claims 1 9 to 22, as an in vitro diagnostic tool for detecting, by hybridisation, 
nucleic acid sequences coding for a polypeptide according to any one of claims 1 to 5 or 9 to 11, in biological 
samples, or for detecting aberrant syntheses or genetic abnormalities such as loss of heterozygosity or genetic 
rearrangement. 

26. Use of a probe as described in any one of claims 1 9 to 22, for detecting chromosomal abnormalities. 

27. Method of in vitro diagnosis for detecting aberrant syntheses or genetic abnormalities in the nucleic acid sequences 
coding for a polypeptide according to any one of claims 1 to 5 or 9 to 11 , characterised in that it comprises: 

bringing a nucleotide probe as described in any one of claims 1 9 to 22 into contact with a biological sample 
under conditions which allow the formation of a hybridisation complex between said probe and said nucleotide 
sequence, optionally after a prior step of amplifying said nucleotide sequence; 
detecting the hybridisation complex which may be formed; 

optionally sequencing the nucleotide sequence forming the hybridisation complex with the probe according to 
the invention. 

28. Use of a nucleic acid sequence according to any one of claims 6 to 8 and 12 to 14, for producing a recombinant 
polypeptide according to any one of claims 1 to 5 and 9 to 11 . 

29. Method of producing a recombinant IL-13 receptor polypeptide, characterised in that transfected cells according 
to claim 17 or 18 are cultivated under conditions which allow the expression of a recombinant polypeptide of 
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sequence SEQ ID No. 2 or the derived sequence SEQ ID No. 4, and said recombinant polypeptide is recovered. 

30. Monoclonal or polyclonal antibodies, conjugated antibodies or fragments thereof, characterised in that they are 
capable of specifically recognising a polypeptide according to any one of claims 1 to 5 and 9 to 11 . 

31. Use of the antibodies according to the preceding claim, for purifying or detecting a polypeptide according to any 
one of claims 1 to 5 and 9 to 11 in a biological sample. 

32. Process for in vitro diagnosis of pathological conditions related to abnormal expression of the IL-1 3 receptor, from 
biological samples likely to contain the IL-1 3 receptor expressed at an abnormal level, characterised in that at 
least one antibody according to claim 30 is brought into contact with said biological sample, under conditions which 
allow the eventual formation of specific immunological complexes between the IL-1 3 receptor and the antibody or 
antibodies and in that the specific immunological complexes which may be formed are detected. 

33. Kit for in vitro diagnosis of abnormal expression of the IL-1 3 receptor in a biological sample and/or for measuring 
the level of expression of the IL-1 3 receptor in said sample, comprising: 

at least one antibody specific for the IL-1 3 receptor according to claim 30, optionally fixed to a carrier 
means for revealing the formation of specific antigen/antibody complexes between the IL-1 3 receptor and said 
antibody and/or means for quantifying these complexes. 

34. Method of identifying and/or isolating polypeptides according to claim 1 or 9, or agents capable of modifying their 
activity, characterised in that a compound or a mixture containing different compounds, possibly unidentified, is 
brought into contact with cells expressing on theirsurface a polypeptide according to claim 1 or 9, under conditions 
which allow an interaction between the polypeptide and said compound if the latter has an affinity for the polypep- 
tide, and in that the compounds bound to the polypeptide or those which are capable of modifying its biological 
activity are detected and/or isolated. 

35. Pharmaceutical composition comprising, as active principle, a polypeptide according to any one of claims 1 to 5 
or 9 to 11. 

36. Pharmaceutical composition according to the preceding claim, characterised in that it comprises a polypeptide 
according to any one of claims 4, 5 or 1 0. 

37. Use of a polypeptide according to any one of claims 1 to 5, for screening agents capable of modifying the activity 
of IL-13Rp. 

38. Use of a polypeptide according to any one of claims 9 to 11 , for screening agents capable of modifying the activity 
of IL-13Ra. 

39. Use of a polypeptide according to any one of claims 1 to 5, for preparing products capable of modifying the activity 
of IL-13Rp. 

40. Use of a polypeptide according to anyone of claims 9 to 11 , for preparing products capable of modifying the activity 
of IL-13Ra. 

41. Use of a polypeptide according to claim 4, 5 or 10 for synthesising an IL-1 3 antagonistic drug intended for treating 
conditions which respond to an IL-1 3 antagonistic effect. 

42. Use of a polypeptide according to any one of claims 1 to 5 or 9 to 1 1 for preparing a pharmaceutical composition 
which may be used for regularising immunological and inflammatory mechanisms produced by IL-1 3. 
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6 1 CTGTGGGCGCTGCTGCTCTGCGCCGGCGGCGGGGGCGGGGGCGGGGGCGCCGCGCCTACG 120 

10 L_ _W_ A _L_ L_ L _C_ _A_ G _G _G JJ _G_ G _G G A A P T 29 

121 GAAACTCAGCCACCTGTGACAAAT^^ 180 

30ETQPPVT | N L S 7| 3VENLCTVI 49 

181 TGGACATGGAATCCACCCGAGGGAGCCAGCTC AAATTGTAGTCT ATGGTATTTTAGTCftT 240 

SOWTWNPPEGASS | H C S l) W Y F S H 69 

241 TTTGGCGACAAACAAGATAAGAAAATAGCTCCGGAAACTCGTCGTTCAATAGAAGTACCC 300 

70 FGDKQDKKIAPETRRSIEVP 89 

301 CtGAATGAGAGGATTTGTCTGCAAGTGGGGTCCCAGTGTAGCAC CAATGAGAGTGA GAAG 350 

90LNERICLQVGS-iC5T | N S S E I K 109 

361 CCTAGCATTTTGGTTGAAAAATGCATCTCACCCCCAGAAGGTGATCCTGAGTCTGCTGTG 420 

I 10 PS L T. 7 F. K < ' I K P ^ r. < 5 P P K S A 7 ! 

421 AC , rGAGCri'CAATG(. , A'l' , ri'<jGCA CAACC , L'GAUL-:'A CA :-.iAAG'rG , l"l , cri , GGC'l , CCC'i , GGA 48 (J 

130 TELQCIWH [N L 3 ij M K C 3 w' L P G 149 

481 AGGAATACCAGTCCCGACAC TAACTATACTCT CTACTATTGGCACAGAAGCCTGGAAAAA 540 

150 R M T S P D T |N i T LI : V W H P. 5 L E iC 169 

541 ATTCATCAATGTGAAAACATCrrTAGAGAAGGCCAATACTTTGGTTGTTCCTTTGATCTG 500 

170 IHQCSNIFREG ^YFGCSFDL 189 

601 ACCAAAGTGAAGGATTCCAGTTTtGAACAACACAGTGTCCAAATAATGGTCAAGGATAAT 560 

190 TKVKDSSFEQHSVQIMVKDJf 209 

661 GCAGGAAAAATTAAACCATCCTTCAATATAGTGCCTTTAACTTCCCGTGTGAAACCTGAT 720 

210 A G X I X P S F N I V ? i, T S ?. V K P D 229 

721 CCTCCACATATTAA AAACCTCTCCTT CCACAATGATGACCTATATGTGCAATGGGAGAAT 780 

230 ? P H I X | W L S TT H N 3 D L V 7 Q W S M 249 

781 CCACAGAATTTTATTAGCAGATGCCTATTTTATGAAGTAGAAGTCAATAACAGCCAAACT 840 

250 PQMF ISRCLFYE7EV | N N S Q| T 269 

841 GAGACACATAATGTTTTCTACGTCCAAGAGGCTAAATGTGAGAATCCAGAATTTGAGAGA 900 

270 E T HNV F YVQ-EAKC EN P E F ER 289 

901 AATGTGGA GAATACATCrrG TTTCATGGTCCCTCGTGTTCrrcCTGATACTTTGAACACA 960 

290 N V E (N T S C ] FMVPG7LPDTLNT 309 

961 GTCAGAATAAGAGTCAAAACAAATAAGTTATGCTATGAGGATGACAAACTCTGGAGTAAT 1020 

310 VRIRVfCTNKLCTSDDKliWS 329 

1021 TGGAGCCA AGAAATGAGTATAGGTAAGAAGCG CAATTCCACACT CTACATAACCATGTTA 1080 

330 W S Q| EMSIGKKR | N S T 7J| Y I T M L 349 

1031 CTCATTGTTCCAGTCATCGTCGCAGGTGCAATCATAGTACTCCTGCTTTACCTAAAAAGG 1140 

350 LIVPVIVAGAIIVLLL Y h K R 369 

1141 CTCAAGATTATTATATTCCCTCCAATTCCTGATCCTGGCAAGATTmAAAGAAATGTTT 1200 

370 LKIIIFPPIPDPGKIFKEMF 389 

1201 GGAGACCAGAATGATGATACTCTGCACTGGAAGAAGTACGACATCTATGAGAAGCAAACC 1260 

390 GDQNDDTLHWKKYDIYEKQT 409 

1261 AAGGAGGAAACCGACTCTGTAGTGCTGATAGAAAACCTGAAGAAAGCCTCTCAGTGATGG 1320 

410 XEETDSVVLIENLKKASQ* 429 



FIG. 7a 



48 



EP 0 876 482 B1 



1381 TATCTGGGAACTTATTAAATGGAAACTGAAACTRCrGCACCATTTAAAAACAGGCAGCTC 1440 

1441 ATAAGAGCCACAGGTCTTTATCrTGAGTCGCGCACCGAAAAACTAAAAATAATGGGCGCT 1500 

1501 TTGGAGAAGAGTGTCGAGTCATTCTCATTGAATTATAAAAGCCAGCAGGCTTCAAACTAG 1560 

1561 GGGACAAAGCAAAAAGTGATGATAGTGGTGGAGTTAATCTTATCAAGAGTTGTGACAACT 1620 



1681 AGGGGAACTCATTTGGGGTGCAAATGCTAATGTCAAACTTGAGTCACAAAGAACATGTAG 1740 

17 41 AAAACAAAATGGATAAAATCTGATATGTATTGTTTGGGATCCTATTGAACCATGTTTGTG 1800 

1801 GCTATTAAAACTCTrrTAACAGTCTGGGCTGGGTCCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAG I860 

1861 C AATTTGGGAGTCCGAGGCGGGCGGATCACTCGAGGTCAGGAGTTCCAGACCAGCCTGAC 1920 

1921 CAAAATGGTGAAACCTCCTCTCTACTAAAACTACAAAAATTAACTGGGTGTGGTGGCGCG 1980 

1981 TGCCTGTAATCCCAGCTACTCGGGAAGCTGAGGCAGGTGAATTGTTTGAACCTGGGAGGT 2040 

2041 GGAGGTTGCAGTGAGCAGAGATCACACCACTGCACTCTAGCCTGGGTGACAGAGCAAGAC 2100 

2101 TCTGTCTAAAAAACAAAACAAAACAAAACAAAACAAAAAAACCTCTTAATATTCTGGAGT 2160 

2161 CATCATTCCCTTCGACAGL\^'rTl'arCTC'rGCTTT'GAAAGCCCCAGA AATCAGTGrrGGCC 3220 

2221 ATGATGACAACTACAGAAAAACCAGAGGCAGC*rTC'rTTGCCAAGACCTTTCAAAGCCATT 2280 

2281 TTAGGCTGTTAGGGGCAGTGtSAGGTAqAATGACTCCTTGGGTATTAGAGTTTCAACCATG 23 40 

2 3 41 AAGTCTCTAACAA'lXjl'aT'ri'l'L'riVACCHVI'OCTACTCAAGTAGCATTTACTGTGTClT'r 2400 

2401 GGTTTGTGCTAGGCCCCCGGGTGTGAAGCACAGACCCCTTCCAGGGGTTTACAGTCTATt 2460 

2461 TGAGACTCCTCAGTTCTTGCCACTTTTTTTTTTAATCTCCACCAGTCATTTTTCAGACCT 2520 

2521 TTTAACTCCTCAATTCCAACACTGATTTCCCCTTTTGCATTCTCCCTCCTTCCCTTCCTT 2580 

2SS1 GTAGCCTTTTCACTTTCATTGGAAATTAGGATGTAAATCTGCTCAGGAGACCTGGAGGAG 2640 

2641 CAGAGG ATAATTAGCATCTCAGGTTAAGTGTGAGTAATCTGAGAAACAATGACTAATTCT 2700 

2701 TGCATATTTTGTAACTTCCATGTGAGGGTTTTCAGCATTGATATTTGTGCATTTTCTAAA 2760 

2761 CAGAGATGAGGTGGTATCTTCACGTAGAACATTGGTATrCGCTTGAGAAAAAAAGAATAG 2820 

2821 l^AACCTATTTCTCTTTCTTTACAAGATGGGTCCAGGATTCCTCTTTTCTCTGCCATAA 2880 

2881 ATGATTAATTAAATAGCTTTTGTGTCTTACATTGGTAGCCAGCCAGCCAAGGCTCTGTTT 2940 

2941 ATGCTTTTGGGGGGCATATATTGGGTTCCATTCTCACCTATCCACACAACATATCCGTAT 3000 

3001 ATATCCCCTCTACTCTTACTTCCCCCAAATTTAAAGAAGTATGGGAAATGAGAGGCATTT 3060 

3061 CCCCCACCCCATTTCTCTCCTCACACACAGACTCATATTACTGGTAGGAACTTGAGAACT 3120 

3121 TTATTTCCAAGTTGTTCAAACATTTACCAATCATATTAATACAATGATGCTATTTGCAAT 3180 

3181 TCCTGCTCCTAGGGGAGGGGAGATAAGAAACCCTCACTCTCTACAGGTTTGGGTACAAGT 3240 

3241 GGCAACCTGCTTCCATGGCCGTGTAGAAGCATGGTGCCCTGGCTTCTCTGAGGAAGCTGG 3300 

3301 GGTTC ATGACAATGGC AGATGTAAAGTTATTCTTGAAGTCAGATTGAGGCTGGGAGACAG 3360 

3361 CCGTAGTAGATGTTCTACTTTGTTCTGCTGTTCTCTAGAAAGAATATTTGGTTTTCCTGT 3420 

3421 ATAGGAATGAGATTAATTCCTTTCCAGGTATTTTATAATTCTGGGAAGCAAAACCCATGC 3480 

3481 CTCCCCCTAGCCATTTTTACTGTTATCCTATTTAGATGGCCATGAAGAGGATGCTGTGAA 3540 

3541 ATTCCCAACAAACATTGATGCTGACAGTCATGCAGTCTGGGAGTGGGGAAGTGATCTTTT 3600 

3601 GTTCCCATCCTCTrCTTTTAGCAGTAAAATAGCTGAGGGAAAAGGGAGGGAAAAGGMGT 3660 

3661 TATGGGAATACCTGTGGTGGTTGTGATCCCTAGGTCTTGGGAGCTCTTGGAGGTGTCTGT 3720 

3721 ATCAGTGGATTTCCCATCCCCTGTGGGAAATTAGTAGGCTCATTTACTGTTTTAGGTCTA 3780 

3781 GCCTATGTGGATrTTTTCCTAACATACCTAAGC AAACCCAGTGTCAGGATGGTAATTCTT 3 840 

3841 ATTCTTTCGTTCAGTTAAGTTTTTCCCTTCATCTGGGCACTGAAGGGATATGTGAAACAA 3900 

3961 GCTTGAGTAAAATAAATATTGTCTTTTTGTATGTCACCCaaaaaaaaaa 4009 



1621 TCCTGAGGGATCTATACTTGCTTTG1 
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